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O objetivo principal deste trabalho foi testar diferentes linhagens fúngicas do 
gênero Rhizopus sp. em diferentes substratos, dentre eles a soja. 17 linhagens do 
gênero Rhizopus sp. foram selecionadas para estudos por fermentação no estado 
sólido. Durante o processo de fermentação no estado sólido utilizando as linhagens 
foram realizadas análises de quantificação de atividade antioxidante pelo método de 
DPPH, degradação de fator antinutricional pela determinação de atividade de fitases 
e atividade proteolítica. Dentre as 17 linhagens, duas linhagens Rhizopus LPB-R.5 e 
LPB-R.6 apresentaram grande potencial para a produção de substâncias 
antioxidantes durante a fermentação. Os processos de fermentação  FES e FSm 
utilizando diferentes substratos foram estudados. Estudos cinéticos do processo de 
FES foram realizados com misturas de substratos: mistura de grãos de soja e arroz 
integral, mistura de soja e milho, as quais foram comparadas com os resultados das 
fermentações realizadas somente com a soja como substrato. A quantificação de 
compostos antioxidantes bem como a identificação da natureza destas substâncias 
produzidas durante a fermentação também foram realizadas. O maior incremento de 
compostos fenólicos foi observado após 60 horas de FES utilizando a linhagem 
Rhizopus LPB-R.05. As substâncias antioxidantes produzidas durante a fermentação 
no estado sólido foram identificadas: ácido gálico, ácido ferrúlico, rutina, miricetina, 
ácido trans-cinâmico, quercetina e caempferol. A substância antioxidante produzida 
em maior concentração foi o ácido trans-cinâmico (124,7 mg/L) em fermentação de 
soja e (103,3 mg/L) em FES utilizando mistura de soja e arroz por Rhizopus LPB-
R.05. Além destas substâncias foram identificadas e quantificadas as isoflavonas 
genisteína e daidzeína. 
 




The objective of this work was to test different fungi strains of the genus Rhizopus sp. 
in different substrates, including soybeans. 17 strains of the genus Rhizopus sp. 
were selected for further by tests in solid state fermentation. These analyzes were 
performed to quantify the antioxidant activity by DPPH method, degradation of  a 
antinutritional factor by activity phytase assay and proteolytic activity. Among the 17 
strains, two strains (Rhizopus LPB-R.05 and Rhizopus LPB-R.06 ) showed the 
greatest potential for the production of antioxidants substances during fermentation 
were performed FES and FSm. Kinetic studies were performed with substrate 
mixtures as follow: raw rice and soybean; corn and soybean. Those fermentations 
were compared to kinetics with soybean as only substrate. Antioxidant activities were 
quantified and different antioxidants were identified. The greatest increment on 
phenolic compounds concentration was observed after 60 hours of SSF, using 
Rhizopus LPB-R.05 strain. The follow antioxidants substances were identified during 
solid state fermentation: gallic acid, ferrulic acid, rutin, miricetin, trans-cinnamic acid, 
quercetin and kaempferol. The antioxidant substance produced in higher 
concentration was trans-cinnamic acid (124.7 mg/L) in soy fermentation and (103.3 
mg/L) in the mixture soy and raw rice fermented by Rhizopus LPB-R. Besides these 
substances were identified and quantified isoflavones genistein and daidzein.  
 
KEYWORDS: soybean, raw rice, Rhizopus spp., antioxidant, fermentation. 
 
LISTA DE FIGURAS 
 
Figura 1. Estrutura microscópica do fungo do gênero Rhizopus sp. (A) e estágios de        
seu crescimento e reprodução (B) ............................................................................ 22 
Figura 2. Imagem do fungo Rhizopus sp. A) Imagem microscópica do micélio e da 
formação do corpo de reprodução com os esporangiósporos; B) Linhagem mantida 
em tubo de ensaio inclinado contendo meio de cultivo. ............................................ 34 
Figura 3.  Esquema com as diferentes categorias de compostos fitoquímicos com 
atividade antioxidante, com destaque para os flavonóides e fenólicos estudados no 
presente trabalho de pesquisa. ................................................................................. 38 
Figura 4. Esquema da biossíntese de compostos antioxidantes a partir do precursor 
fenilalanina (aminoácido) necessário para ocorrer a biossíntese de trans-cinâmico 
pelos vegetais. .......................................................................................................... 41 
Figura 5. Esquema das etapas de síntese de flavonoides em plantas. Nomes das 
enzimas estão abreviadas da seguinte forma: PAL (fenilalanina ammonia liase), C4H 
(cinamato-4-hidroxilase), 4CL (4-cumaril-CoA-ligase), CHS (chalcone sintase), 
CHI(chalcon) ............................................................................................................. 42 
Figura 6. Biossíntese heteróloga de flavonoides nos microrganismos. A enzima 
fenilalanina amônia liase (PAL) também pode utilizar o aminoácido tirosina como 
substrato.................................................................................................................... 43 
Figura 7. Esquema das principais etapas do processo de fermentação utilizando 
diferentes substratos e cepas de Rhizopus ............................................................... 57 
Figura 8. Etapas do preparo do inóculo e contagem ................................................. 58 
Figura 9.  Preparo do substrato com 100 g da amostra ............................................ 59 
Figura 10. Imagem dos sobrenadantes obtidos a partir dos extratos alcoólico das 
amostras fermentadas FES. Em cada frasco estão as amostras de 12h, 24h, 36h, 
48h, 60h e 72h de fermentação, respectivamente. ................................................... 78 
Figura 11. Dessecador (A) e bandeja com FES de; Rhizopus sp.- LPB-R.05. (B) 
Imagem da FES de 36 horas em grãos de soja pela mesma linhagem fúngica. ....... 79 
Figura 12. Resultados de concentração inibitória (IC50, em mg/mL) das amostras 
fermentadas por  Rhizopus sp.- LPB-R.05 em grãos de soja conduzidas em 
bandejas dentro de dessecador incubado em estufa bacteriológica. ........................ 80 
 
Figura 13. Resultados de concentração inibitória (IC50, em mg/mL) das amostras 
fermentadas por  Rhizopus sp.- LPB-R.05 em grãos de soja conduzidas em 
bandejas incubadas em estufa bacteriológica. .......................................................... 81 
Figura 14. Atividade de fitase (U/gbs) e o incremento da atividade de fitase em  FES 
por linhagens de Rhizopus spp. em grãos de soja como substrato. ......................... 82 
Figura 15. Resultados da atividade proteásica nas FES por Rhizopus em grãos de 
soja como substrato .................................................................................................. 84 
Figura 16. Comparação da FES com 5 linhagens selecionadas de Rhizopus sp. em 
diferentes substratos. ................................................................................................ 88 
Figura 17.  A atividade antioxidante analisado pelo método de DPPH expressa em 
(índice IC50 em mg/ml ) de extratos obtidos pelas linhagens Rhizopus LPB-R.05 e 
Rhizopus LPB-R.06 em FES ..................................................................................... 89 
Figura 18. Imagem das FSm por Rhizopus LPB-R.05  A) extrato aquoso de soja; (B) 
crescimento do micélio de 24 h e (C) crescimento de micélio com 72 h de 
fermentação. ............................................................................................................. 90 
Figura 19. Produção de atividade antioxidante expressa em IC50 de  FES (48 h de 
fermentação) e FSm (96 h de fermentação) pelas linhagens de Rhizopus LPB-R.05 e 
Rhizopus LPB-R.06 utilizando diferentes substratos. ................................................ 91 
Figura 20. Resultados da atividade antioxidante de extrato alcóolico pelo método de 
DPPH das amostras de fermentado com Rhizopus LPB-R.05 e Rhizopus LPB-R.06 
em substratos com soja e arroz integral e soja com milho ao longo do tempo de 
fermentação .............................................................................................................. 93 
Figura 21. Resultados da comparação da produção de antioxidantes nas amostras 
de soja e soja + arroz integral fermentados em FES por Rhizopus LPB-R.05 em 72 h 
de fermentação. ........................................................................................................ 96 
Figura 22. Resultados da atividade antioxidante dos extratos alcoólico e aquoso dos 
fermentado de soja e soja mais arroz integral, das amostras (0h) e fermentadas 
(72h) comparadas com o padrão de BHA: ................................................................ 98 
Figura 23. Atividade antioxidante expressa em TEAC (µmol trolox/gbs) obtida pelo 
método de ABTS das amostras fermentadas com soja e fermentadas com soja e 
arroz por Rhizopus LPB-R.05 .................................................................................. 100 
Figura 24. Resultados de concentração de compostos fenólicos nos extratos 
alcoólicos e aquosos ao longo dos tempos de fermentação 0, 24, 48, 60 e 72 h de 
 
fermentação por Rhizopus LPB-R.05 em mistura soja (S) + arroz integral (AI), e soja 
(S). .......................................................................................................................... 101 
Figura 25. Resultados de atividade antioxidante obtida pelo método de DPPH 
expresso em IC50 e concentração de compostos fenólicos nos extratos alcoólicos  
das amostras de soja e mistura de soja + arroz fermentada com Rhizopus LPB-R.05
 ................................................................................................................................ 103 
Figura 26. Comparação dos resultados de atividade antioxidante pelo método de 
DPPH expresso em IC50 e pelo método de compostos fenólicos. Amostras de soja e 
mistura de soja + arroz fermentada com Rhizopus LPB-R.05, extraídas com água 
ultrapura. ................................................................................................................. 103 
Figura 27 Produção de isoflavonas(µg/g de fermentado seco), durante as FES  de 
soja e mistura de soja + arroz integral pela linhagem Rhizopus LPB-R.05.............106 
Figura 28. Média dos resultados das análises de açúcares totais (g/L) e açúcares 
redutores (g/L) nas FES conduzidas com mistura de soja + arroz integral por 
Rhizopus LPB-R.05 . ............................................................................................... 106 
Figura 29. Comparação dos resultados das concentrações de açúcares totais e 
açúcares redutores nas amostras fermentadas de soja por Rhizopus LPB-R.05 ... 107 
Figura 30.Aumento da formação de biomassa (g ergosterol/gbs) do fungo Rhizopus 
LPB-R.05 em FES utilizando a mistura de substratos soja + arroz integral, 
comparadas ao produção de isflavonas, antioxidante e compostos fenólicos ........ 108 
Figura 31. Evolução da formação de biomassa(g/gbs) de Rhizopus LPB-R.05 
durante a FES de soja comparadas ao produção de isoflavonas, antioxidante e 
compostos fenólicos ................................................................................................ 110 
Figura 32. Quantificação e identificação por HPLC dos compostos fenólicos e 
flavonóides e respectivas concentrações (mg/L) em extrato etanólico de fermentado 
de grãos de soja  por Rhizopus LPB-R.05. (A) 0 h; (B) 40 h e (C) 72 h de 
fermentação. ........................................................................................................... 113 
Figura 33. Quantificação e identificação por HPLC dos compostos fenólicos e 
flavonóides e respectivas concentrações (mg/L) em extrato etanólico de fermentado 
de grãos de soja e arroz integral  por Rhizopus LPB-R.05. (A) 0 h; (B) 40 h e (C) 72 
h de fermentação.  .................................................................................................. 115 
Figura 34. Resultados da identificação e concentração dos compostos polifenóis 
(fenólicos + flavonoides) na amostra do extrato etanólico do fermentado por 
Rhizopus LPB-R.06 em soja + arroz integral em 72h de fermentação. ................... 116 
 
 
LISTA DE TABELAS 
 
Tabela 1. Composição dos aminoácidos essenciais em grãos de soja e produtos 
relacionados (mg/100g proteínas) ............................................................................. 24 
Tabela 2. Substâncias bioativas presentes em alguns alimentos e seus benefícios . 28 
Tabela  3.  Os principais componentes  dos cereais ................................................. 29 
Tabela 4. Alguns compostos antioxidantes biotransformados durante a fermentação  
por fungos ................................................................................................................. 39 
Tabela 5. Compostos antioxidantes identificados em soja e fermentados de soja e 
arroz integral ............................................................................................................. 45 
Tabela 6. Patentes protegidas relacionadas ao presente trabalho de pesquisa ....... 49 
Tabela 7. Substratos  utilizados para fermentações .................................................. 55 
Tabela 8. Delineamento experimental 22 (2 fatores, 2 níveis) e 3 pontos centrais 
apresentando as variáveis independentes amostra (g) e tempo de extração (h) na 
resposta %de atividade antioxidante. Os valores -1, 0, +1 representam os níveis das 
variáveis codificadas e entre parênteses os valores decodificados. ......................... 62 
Tabela.9. Atividade antioxidante da fermentação de diferentes cepas  de diferentes 
extratos para seleção de linhagens de Rhizopus. ..................................................... 76 
Tabela 10. Resultados do delineamento experimental para o estudo da influência da 
extração de compostos antioxidantes da amostra fermentada na % de atividade 
antioxidante. Variáveis: proporção de amostra (g) e tempo de extração (h) para a 
respota atividade antioxidante. .................................................................................. 77 
Tabela 11. Produção de fitases fúngicas por FES .................................................... 83 
Tabela 12. Produção de proteases fúngicas por FES relatadas na literatura ........... 85 
Tabela 13. Resultados de IC50 mg/mL do extrato com etanol 70% e água de 
amostras fermentadas em FES com diferentes substratos utilizando diferentes 
linhagens de Rhizopus. . ........................................................................................... 86 
Tabela 14. Produção de atividade antioxidante em fermentados de soja com fungos, 
descritos na literatura. ............................................................................................... 94 
 
 
LISTA DE ABREVIATURAS 
 
Abs  Absorbância 
ABTS  2,2’-azinobis (ácido 3-etilbenzil-tiazolina-6-sulfônico)  
AI  Arroz integral 
ANVISA  Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
ARP Poder anti-radical livre 
BHA Butil hidroxianisol 
C  Concentração 
CDV  Doenças Cardiovasculares 
CLAE  Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
CONAB  Companhia Nacional de Abastecimento 
PDA  Potato dextrose ágar (Ágar de batata dextrosado) 
Detector PDA  Detector de Arranjo de Diodos 
Desv pad  Desvio padrão 
DNS  3,5-ácido dinitrosalicílico 
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 
EMBRAPA  Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 
EC  Concentração eficiente 
FAO Food and Agriculture Organization 
FES Fermentação no Estado Sólido 
FSm Fermentação Submersa 
FDA Food and Drug Administration 
GAE Equivalente em ácido gálico 
GRAS Generally Regarded as Safe 
HPLC High Performance Liquid Chromatograph 
IBD Instituto Biodinâmico 
IC  Concentração inibitória 
INCOPA Indústria e Comércio de Papéis 
M Massa 
MUCL Mycothèque de Universite Catolique de Louvain (Bélgica) 
NRRL Northern Regional Research Laboratory (EUA) 
P.A Para análise 
 
PVDF Fluoreto Polivinidileno 
pH Potencial hidrogeniônico 
R Rhizopus 
TCA Ácido tricloroacético 
TEAC 
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (Capacidade Antioxidante 
Equivalente de Trolox) 
TNT Tecido flexível e poroso, constituido de véu ou manta de fibras 
T0 Tempo inicial 
TROLOX 
6-hydroxy-2,5,7 tetrametylchroman-2-carboxylic acid (marca 
registrada da LaRoche) 
S Soja 
SEAB Secretaria da Agricultura e Abastecimento 
USA Estados Unidos da América 
USDA United States of America (Department of Agriculture) 




LISTA DE SÍMBOLOS 
 
g grama 
m/v   massa/volume 
h hora 
mg/mL miligrama por mililitro 
mg/gbs  miligrama por grama na base seca 
µg micrograma 
µg/mL  micrograma por mililitro 
mM  milimolar 
mL  mililitro 
nm  nanometro  
NaCl   cloreto de sódio 
NaOH hidróxido de sódio 
NaCO3   carbonato de cálcio 
U/gbs unidade por grama na base seca 
U/gbu   unidade por grama na base úmida 




1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 14 
2.OBJETIVOS ........................................................................................................... 19 
2.1. Objetivo geral ............................................................................................... 19 
2.2. Objetivos específicos .................................................................................... 19 
3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA .................................................................................. 20 
3.1. Microrganismos ............................................................................................ 20 
3.2. Fungos filamentosos ..................................................................................... 20 
3.2.1. Classificação dos fungos do gênero Rhizopus sp.: ................................ 22 
3.3. Cereais e leguminosas utilizados na fermentação........................................ 22 
3.3.1. Soja ........................................................................................................ 22 
3.3.2. Soja e as diferenças de soja orgânica .................................................... 26 
3.3.3. Alimentos Funcionais ............................................................................. 27 
3.3.4. Benefícios de Algumas Substâncias Bioativas Presentes em Alguns 
Alimentos .......................................................................................................... 27 
3.3.5. Cereais.................................................................................................... 28 
3.4. Produtos Obtidos por Fermentação .............................................................. 30 
3.4.1. Fermentação no Estado Sólido (FES) .................................................... 30 
3.4.2. Fermentação Submersa (FSm) .............................................................. 31 
3.4.3. Produtos Fermentados e Derivados  à Base de Soja ............................. 32 
3.4.4. Tempeh, produto fermentado de soja por Rhizopus oligosporus ............ 34 
3.5. Compostos Bioativos ..................................................................................... 36 
3.5.1. Substâncias Antioxidantes ...................................................................... 36 
3.5.2. Compostos Fenólicos ............................................................................. 39 
3.5.3. Biossíntese de Compostos com Ação Antioxidante (flavonóides e 
fenólicos) .......................................................................................................... 40 
3.5.4. Metabolismo de produção de compostos flavonóides em vegetais ........ 42 
3.5.5. Metabolismo de produção de compostos flavonóides por microrganismos
 43 
3.5.6. Isoflavonas .............................................................................................. 44 
3.5.7. Compostos antioxidantes identificados da soja ...................................... 45 
3.5.8. Patentes encontrados  em pesquisa ...................................................... 48 
4.  MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................... 54 
4.1. Microrganismos .............................................................................................. 54 
 
4.2. Substratos Utilizados para as Fermentações ............................................... 54 
4.3. Representação esquemática das etapas do trabalho ................................... 56 
4.4.  Preparo do Inóculo ........................................................................................ 58 
4.5.  Preparo do Substrato/grãos de soja .............................................................. 58 
4.6. Seleção de Linhagens de Rhizopus spp. ....................................................... 59 
4.7.  FES em Bandejas Tipo Peneira .................................................................... 60 
4.8.  Fermentação Submersa (FSm) ou Líquida ................................................... 61 
4.9. Determinação da Atividade Antioxidante ....................................................... 62 
4.9.1. Extração dos produtos da fermentação .................................................. 62 
4.9.1.1.   Estudo da influência da proporção de amostra fermentada e do 
tempo de extração na determinação da atividade antioxidante em FES ...... 62 
4.9.1.2. Etapas posteriores à FSm ............................................................... 63 
4.9.1.3. Extração sólido-líquido (FES) .......................................................... 63 
4.9.2. Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método de DPPH ............ 63 
4.9.3. Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método de ABTS ............ 65 
4.9.4. Determinação dos Compostos Fenólicos Totais pelo Método de Folin-
Ciocaulteau ....................................................................................................... 66 
4.9.5. Determinação da Atividade de Fitase ..................................................... 68 
4.9.6. Determinação da Atividade de Protease ................................................. 68 
4.9.6.1. Metodologia para extração da amostra ........................................... 69 
4.9.6.2. Determinação da Atividade Proteásica ............................................ 69 
4.9.7. Determinação de Isoflavonas .................................................................. 70 
4.9.8. Determinação Indireta de Biomassa pela Quantificação de Ergosterol .. 71 
4.9.9. Determinação de Açúcares ..................................................................... 72 
4.9.9.1. Determinação de Açúcares Totais ................................................... 72 
4.9.9.2. Determinação de Açúcares Redutores ............................................ 73 
4.9.10. Identificação e Quantificação de Compostos Antioxidantes .................. 73 
4.9.10.1. Preparo das amostras ................................................................... 73 
4.9.10.2. Identificação e quantificação por HPLC por arranjo de diodo ........ 74 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO ............................................................................. 75 
5.1. Seleção de microrganismos e substratos para produção de substâncias com 
ação antioxidante .................................................................................................. 75 
5.2. Fermentação com o fungo Rhizopus para verificar a influência da extração 77 
5.2.1. Influência da extração das amostras fermentadas ................................. 77 
 
5.2.2. Produção de Antioxidantes em FES de Grãos de Soja por Rhizopus 
oligosporus NRRL 2710 .................................................................................... 79 
5.2.3. Resultados da Produção de Fitase por linhagens de Rhizopus sp. ........ 81 
5.2.4. Resultados da Produção de Proteases durante a FES por linhagens de 
Rhizopus ........................................................................................................... 84 
5.2.5. Seleção do Melhor Substrato Para a Produção de Antioxidante ............ 85 
5.2.6. Avaliação da Mistura de Cereais na Produção de Substâncias 
Antioxidantes por FES utilizando Cepas de Rhizopus Pré-selecionadas ......... 86 
5.2.7. Fermentação no Estado Sólido (FES) com Diferentes  Substratos ........ 88 
5.2.8. Estudo de Fermentação Submersa (FSm) com Extratos aquoso de 
diferentes Substratos ........................................................................................ 90 
5.3. Cinética Final do Processo Fermentativo com as Melhores Linhagens 
Produtoras de Substâncias com Atividade Antioxidante ....................................... 93 
5.3.1. Determinação da Atividade Antioxidante pelo método DPPH ................. 95 
5.3.2. Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método de ABTS ............ 99 
5.3.3. Determinação de Compostos Fenólicos ............................................... 101 
5.3.4. Determinação da Concentração de Isoflavonas ................................... 104 
5.3.5. Determinação de Açúcares Totais e Redutores .................................... 106 
5.3.6. Determinação de Biomassa (Ergosterol) .............................................. 108 
5.3.7. Identificação e Quantificação dos Compostos Antioxidantes ................ 112 
6. CONCLUSÕES ................................................................................................... 118 
7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS .................................................. 120 
REFERÊNCIAS ....................................................................................................... 121 
APÊNDICES ............................................................................................................ 148 
Apêndice 1 – Análises Estatísticas ..................................................................... 148 
Apêndice 2 – Curvas Padrões............................................................................. 150 
Apêndice 3 – Cromatogramas das analises em HPLC (identificação e 





A cultura de soja é uma das mais expressivas em produção e seus derivados 
no Brasil. A aparição desta leguminosa no Brasil deu-se no início do século XIX 
(BRANDÃO, 2006), mas o impulso para sua produção ocorreu em meados dos anos 
70 devido à incapacidade de suprimento dos Estados Unidos, China e Rússia. 
Atualmente o Brasil ocupa o posto de segundo maior produtor mundial de soja 
(CONAB, 2011), perdendo apenas para os Estados Unidos e obteve uma 
produtividade de 3.106 Kg. ha-1 na safra de 2010/2011, com produção total de 75 
milhões de toneladas, evidenciando um aumento de 9,2% em relação à safra 
anterior (CONAB, 2011) Essa situação, porém irá se reverter nos próximos anos, e o 
Brasil assumirá o posto de maior produtor mundial de soja (EMBRAPA, 2007). 
A instalação de um parque industrial de processamento de soja, de fábrica de 
máquinas e insumos agrícolas além de incentivos fiscais e disponibilidade de boas 
condições de solo são fatores que justificaram a expansão da produção da soja 
primeiramente no sul do país nos anos 60 e 70 e posteriormente nos Cerrados do 
Brasil Central nos anos 80 e 90 (EMBRAPA SOJA, 2000). 
A cultura agrícola dessa leguminosa e atrativa no contexto globalizado, pois é 
fonte de uma grande variedade de produtos para alimentação humana e animal, 
como por exemplo, óleo e derivados protéicos tais como farinhas desengorduradas, 
texturizados, concentrados e isolados protéicos (GENOVESE e LAJOLO, 2001), 
além de apresentar alto valor nutritivo (GRAU, 2005). 
Nos países orientais, a soja é consumida há mais de 2000 anos na forma de 
alimentos como nimame (soja cozida), edamame (soja verde e fresca), tofu, kori-tofu 
(tofu desidratado), molho de soja (shoyu), missô (pasta de soja), natto e tempeh 
(FUKUSHIMA e HASHIMOTO, 1980). Mas os consumidores brasileiros associam 
aos alimentos produzidos a partir da soja um aroma e sabor desagradável conhecido 
como “beany flavor” (Martins,et a., 2002).   
  Soja é alimento funcional, pois conforme definição apresentada pela 
Resolução de nº 19, de 30 de abril de 1999 (ANVISA, 2012), a soja apresenta, além 
das funções nutricionais básicas, quando consumida como parte da dieta usual, 
produz efeitos metabólicos, fisiológicos ou efeitos benéficos à saúde, além ser 
segura para consumo sem supervisão médica. 
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A soja é qualificada como um alimento funcional devido às suas 
características químicas e nutricionais. Essa leguminosa é composta em média por 
proteínas (40%), carboidratos, ácidos graxos, vitaminas, cálcio, fósforo além de 
metabólitos secundários como as substâncias fitoquímicas tais como as isoflavonas, 
ácido fítico, saponinas e oligossaccarídeos (ANDERSON e WOLF, 1995; KWAK et 
al. 2007) e algumas dessas substâncias apresentam poder antioxidante 
(GENOVESE e LAJOLO, 2001); (MACIEL, 2002). 
A identificação de fontes vegetais com capacidade terapêutica é de extrema 
importância para comunidade científica. Estudos realizados por HASLER (1998) 
demonstraram que a soja e seus derivados podem ser utilizados de maneira 
preventiva e terapêutica no tratamento de osteoporose, sintomas da menopausa, 
câncer e doenças cardiovasculares. O consumo desses produtos que são fontes 
protéicas e nutritivas é uma alternativa viável para redução no problema da 
desnutrição, pois são econômicas e estão disponíveis em grande escala no mercado 
(PEREIRA e OLIVEIRA, 2004).  
O desenvolvimento de produtos a base de soja com propriedades funcionais 
se baseia na adição apropriada de derivados de soja, sejam eles isolados proteicos, 
extratos ou concentrados de soja, pois fornecem alimentos com proteína de boa 
qualidade e preservam as características físicas e sensoriais do produto tradicional 
(GENOVESE e LAJOLO, 2001). 
Atualmente os microrganismos são muito explorados tanto na área da 
medicina, alimentos, agricultura, indústria e ambiente. Tanto para produção de 
medicamentos, alimentos com novos sabores e aromas, e como controles biológicos 
de pragas (PELCZAR et al., 1996).  
Os fungos são utilizados na indústria para produção de produtos 
biotecnológicos como ácidos orgânicos, enzimas, antimicrobianos, agentes 
antitumorais e imunomoduladores (SMITH et al., 1983; WAINWRIGHT, 1992). 
Fungos mais utilizados são: Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Agaricus, 
Trichoderma, Phanerochaete e leveduras, entre outros fungos (WAINWRIGHT, 
1995). 
Os cereais constituem 60% da produção mundial dos alimentos em países 
mais industrializados, mas desta produção 70% é destinado à alimentação animal, 
ao contrário do que acontece nos países desenvolvidos que pelo menos 68 a 98% 
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são destinados ao consumo humano (CLAVAN e KADAN, 1989). A fermentação é 
uma das formas mais antigas e econômicas de produzir e preservar alimentos. 
(WAINWRIGHT, 1992). Os cereais possuem composição completa de nutrientes 
necessários a nutrição humana, pois são constituídos de carboidratos (55-75%), 
proteínas (7-15%), lipídeos (0,50-7%), sais minerais (1-4%) e por oligoelementos.  
Os cereais apresentam diversos benefícios ao organismo. Dentre as suas 
funções estão: função nutritiva, energética e remineralizantes desde que sejam 
consumidos na forma integral (RAGOT, 1985).  
A fermentação no estado sólido (FES) consiste no crescimento de um 
microrganismo sobre um substrato sólido e úmido com aeração continua e sem a 
presença de água livre entre as partículas. A FES é semelhante ao habitat natural de 
fungos, permitindo o seu crescimento e esporulação (SOCCOL, 1992; 1994; 2003). 
O processo de fermentação no estado sólido é empregado por algumas indústrias 
para produção de enzimas, molhos, ácidos e bebidas (RAIMBAULT, 1998). 
Empregam-se substratos sólidos provenientes de grãos de cereais ou outros 
vegetais ou resíduos agroindustriais, com ou sem suplementação de nutrientes. 
A FES é indicada para vários tipos de substratos sólidos, pois permite alta 
taxa de concentração do substrato além de reproduzir, de forma semelhante as 
condições de crescimento de microrganismos tais como fungos. Além disso, pode 
permitir a geração de produtos com alto valor agregado tais como antibióticos, 
biopesticidas, biocombustíveis, compostos aromáticos, enzimas e ácidos orgânicos 
(SOCCOL, 1992; 1994).  
É comum a aplicação de FES para o cultivo de fungos e produção de 
metabólitos primários e secundários, sendo que algumas leveduras e bactérias 
também podem ser cultivadas por esta técnica de fermentação. Como exemplo 
podemos citar o Bacillus atrophaeus foi um grande desafio da FES para produção de 
esporos com alto rendimento utilizado para bioindicadores e biocontadores de 
contaminação ambiental (SELLA, 2009), a quantificação e a separação de biomassa 
(PANDEY, 2003). O resíduo de óleo de sementes de Guizotia abyssinica, foi 
utilizado para FES, com a levedura Yarrowia lipolytica, para produção de lipase, 




O ergosterol é uma medida indireta para indicar o crescimento fúngico, pois 
tem correlação com a biomassa metabolicamente ativa do fungo, fazendo parte dos  
componentes da membrana citoplasmática. Vários trabalhos utilizam a quantificação 
do ergosterol como medida de biomassa fúngica (SEITZ et al., 1977, 1979; 
RUZICKA et al., 2000). Quando uma biomassa não pode ser separada do substrato 
utilizado na fermentação, o fungo pode ser monitorado utilizando a medição do 
componente químico. Assim como a quitina faz parte da parede celular da maioria 
dos fungos, também pode ser quantificada e relacionada ao crescimento fúngico. O 
ergosterol é o esterol predominante nos fungos, e ausentes ou pouco encontrados 
em plantas superiores (SEITZ, 1979), fazendo este um método recomendado para a 
quantificação indireta de biomassa fúngica em FES.  
O interesse por alto valore nutritivo e funções regulatórias no metabolismo 
funcional tem incentivado a produção de um alimento fermentado de soja tradicional 
na Indonésia, o tempeh. Este produto fermentado é muito consumido frito e em 
sopas nas Filipinas e na Malásia, mas pouco encontrado no Japão (MORAIS, 1996). 
Segundo NAKAJIMA (2005), seu preparo exige o cozimento de grãos de soja, 
previamente descascados e submetidos a um processo de fervura, e a inoculação 
com Rhizopus oligosporus dos grãos drenados e resfriados.  
A produção do fermentado de soja tempeh utiliza a técnica de fermentação no 
estado sólido (FES). Na maioria dos casos, tal técnica possibilita a produção de 
metabólitos por microrganismos em quantidades superiores quando comparada a 
fermentação submersa. Além disso, oferece a possibilidade de reaproveitamento de 
resíduos agroindustriais e consequente redução de custos no processo (SOCCOL e 
VANDENBERGHE, 2003; SOCCOL, 1992; 1994; 2002). 
A fermentação da soja com fungos do gênero Rhizopus tem contribuído para 
melhorar o sabor, textura, valor nutritivo da soja (HESSELTINE et al., 1963). Os 
antioxidantes polifenólicos produzidos pela fermentação da soja têm contribuído 
muito para prevenir doenças como câncer (intestino, próstata e mama). Conforme 
MATSUDA et al. (1994), estes efeitos anticancerígenos estão relacionados com o 
alto teor de  isoflavonas (OHR, 2002), e ainda a genisteína e daidzeína são efetivas 
na prevenção da perda óssea (GREENWOOD et al., 2000).  
Os fermentados como: chungkukjang (similar ao natto, fermentado com 
Bacillus subtilis), o cheonggukjang (pasta de soja, usada como tempero e base para 
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o preparo de outros pratos), e meju (um fermentado de soja por Bacillus subtilis 
utilizado para o preparo de doenjang (pasta apimentada amplamente utilizada nos 
pratos típicos da corea)). Esses produtos têm ação antidiabética, reduz a 
hipertensão e apresenta ação hipercolesterolêmica (YANG, 2009). As substâncias 
com maior poder de atividade antioxidante em soja são as isoflavonas daidzeína e 
genisteína, as quais têm relatos de combater o câncer, sintomas de menopausa e 
doenças do coração (LARREA, 1997). 
O FDA autorizou a inclusão de informações nos rótulos dos produtos 
alimentícios associadas aos benefícios da soja no tratamento e prevenção de 
doenças cardiovasculares, a agência conclui que a proteína de soja presente na 
dieta alimentar pobre em gorduras saturadas e colesterol pode reduzir o risco de 
doenças cardíacas coronárias, reduzindo o colesterol no sangue (FDA, 1999). 
Assim sendo, o presente trabalho visa à seleção de fungos filamentosos do 
gênero Rhizopus com potencial para fermentar grãos de soja e de outros grãos de 
cereais buscando aumentar o valor nutricional e funcional desses grãos. Desta 
forma objetiva-se avaliar a produção de substâncias com atividade antioxidante e 
identificar a natureza dessas substâncias produzidas durante o processo 




1.1. Objetivo geral 
 
O objetivo deste trabalho foi a produção de compostos bioativos com ação 
antioxidante por processo fermentativo utilizando diferentes linhagens de fungos do 
gênero Rhizopus sp. em diferentes substratos, bem como, avaliar o potencial desses 
fermentados como fonte de matérias primas na indústria farmacêutica, alimentícia e 
cosmética.  
 
1.2. Objetivos específicos 
 
 Selecionar linhagens de fungos do gênero Rhizopus sp. com potencial para a 
produção de antioxidantes, mais especificamente as substâncias 
polifenólicas, subclassificações (flavonóides e fenólicos); 
 Produzir substâncias com ação antioxidante por fermentação a partir de 
linhagens do gênero Rhizopus previamente selecionadas; 
 Produzir e quantificar substâncias antioxidantes no fermentado;  
 Quantificar a atividade antioxidante em diferentes substratos; 
 Quantificar a evolução da atividade antioxidante em diferentes tempos de 
fermentação; 
 Verificar o melhor método de extração das substâncias antioxidantes 
produzidas nos fermentados por Rhizopus sp.; 
 Realizar cinéticas de fermentação das melhores linhagens de Rhizopus sp. 
produtoras de substâncias antioxidantes, avaliando o consumo de açúcares, a 
formação e crescimento de biomassa, e a produção de antioxidantes ao longo 
do tempo de fermentação; 
 Avaliar a concentração de compostos fenólicos totais produzidos por 
fermentação por Rhizopus oligosporus NRRL 2710; 
 Quantificar e identificar por HPLC, as substâncias antioxidantes produzidas 








O mundo é habitado por organismos altamente heterogêneos, e dentre os 
microrganismos de importância biotecnológica, estão divididos em dois grandes 
grupos, os organismos que estão representados pelos eucariontes como: 
protozoários, algas, fungos e leveduras (WHITMAN et al. 1998); e os procariontes, 
representados por bactérias e arquibactérias (TORTORA et al., 2008). 
As bactérias, leveduras e fungos podem crescer em substratos sólidos e 
apresentar diferentes aplicações biotecnológicas para a obtenção de várias 
biomoléculas de interesse industrial, por meio de técnicas de cultivo como os 
processos de fermentação no estado sólido (FES) (SOCCOL, 1994). Os fungos 
filamentosos são os mais facilmente adaptáveis aos processos de fermentação no 
estado sólido (FES), porque reproduzem algumas condições de seus habitats 
naturais. Koji e tempeh são produtos orientais fermentados representados como 
alguns dos produtos mais importantes das aplicações de FES com fungos, koji e 
meio da enzima concentrada hidrolítica necessária em fases posteriores ao 
processo da fermentação e tempeh e um alimento indonésio fermentado com 
Rhizopus na soja. A fermentação melhora a qualidade digestiva e degrada 
compostos não digeríveis e degrada compostos proteicos contido na soja bruta. 
 
2.2. Fungos filamentosos 
 
Os fungos filamentos são eucariontes, formados por hifas, e apresentaram 
parede célula rígida.  Podem ser unicelulares tais como as leveduras que são ovais, 
e maiores que bactérias ou multicelulares como os fungos filamentosos, que são 
formados por micélios (TORTORA et al., 2008).  Alguns são microscópicos e outras 
não como os macromicetos (cogumelos) ou fungos que crescem em madeira ou solo 
(PELCZAR et al., 1996). Os bolores são organismos multicelulares. O corpo ou talo 
de um fungo filamentoso consiste em um micélio e nos esporos latentes. Cada 
micélio é constituído por uma biomassa de filamentos denominados hifas. Cada hifa 
tem em torno de 5 a 10 µm de largura e é formada por uma reunião de muitas 
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células (PELCZAR et al.,1996). A parede rígida da hifa é composta por quitina, 
celulose e glicana (TORTORA et al., 2008). O crescimento dos fungos geram 
micélios brancos que se formam em volta de todo o substrato, de onde obtem 
alimentos absorvendo os nutrientes de matéria orgânica de seu ambiente ou do seu 
hospedeiro (TORTORA et al., 2008).  
Os fungos na biotecnologia tradicional estão sendo muito utilizado na 
produção de aromas para alimentos, ácido cítrico e antibiótico (EVERLEIGH, 1981), 
além de ser usado industrialmente na produção de ácidos orgânicos (SMITH, et 
al.,1983). Certos fungos também são utilizados para melhorar o sabor de alimentos, 
como a do queijo. Recentemente tem sido de grande importância o surgimento de 
novos agentes farmacológicos, antitumorais e imunomoduladores (WAINWRIGHT, 
1992). Os bolores têm grande valor econômico: são usados para produzir 
antibióticos, molhos, queijos e outros produtos, contudo são responsáveis pela 
deterioração de matéria têxtil, madeira e alimentos, ainda podem causar certas 
doenças em animais, humanos e plantas (PELCZAR et al., 1996). 
Os fungos podem se reproduzir por esporos sexuados ou assexuados 
(TORTORA et al., 2008). Os esporos sexuados são produzidos como resultado da 
fusão de duas células reprodutivas, e a formação dos esporos assexuados não 
envolve a fusão de gametas. Cada talo pode produzir centenas de milhares de 
esporos assexuados, que são produzidos nas hifas aéreas. Os fungos podem 
produzir esporos sexuados e assexuados por vários métodos em épocas diferentes, 
mas as estruturas dos esporos são suficientemente constantes e dessa forma, 
podem ser usados para identificação e classificação dos fungos (WAINWRIGHT, 
1992). 
Morfologicamente, essa espécie de fungos apresentam esporangiósporos 
irregulares e sem estrias independentes das condições de crescimento. Os esporos 
são pequenos e são originados em rizoides pouco extensos e não ramificados 
(HESSELTINE, 1966). Em condições ótimas de 42°C e pH 4, ocorre a germinação 
dos esporos em duas fases: inchaço e protrusão dos tubos germinativos que 
depende também da fonte de nitrogênio, principalmente dos aminoácidos (MEDWID 
e GRANT, 1984).  
As figuras 1A E 1B apresentam a imagem da estrutura microscópica do fungo 
Rhizopus sp. (A) e os estágios de seu crescimento e reprodução (B).  
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Figura 1. Estrutura microscópica do fungo do gênero Rhizopus sp. (A) e estágios de 
seu crescimento e reprodução (B) 
    
                FONTE: Dennis Kunkel microscopy 2001                    FONTE: AL QASIM TRUST, 2012. 
 
2.2.1. Classificação dos fungos do gênero Rhizopus sp. 
 
Os fungos do gênero Rhizopus sp. são classificados segundo o Reino Fungi, 
Filo: Zygomicota, Classe: Zygomicetes, Ordem: Mucolares, Família: Mucolaceae, 
Gênero: Rhizopus. Dentre as espécies do gênero Rhizopus, tem-se as espécies 
Rhizopus oligosporus, Rhizopus arrhizus, Rhizopus circicans, Rhizopus delemar, 
Rhizopus oryzae, Rhizopus microsporus, Rhizopus formosa, Rhizopus stolonifer. 
As principais vantagens de se utilizar Rhizopus oligosporus, que é de fácil 
manipulação, capaz de crescer em diferentes substratos e produzir grandes 
rendimentos de bioprodutos. Os fungos do gênero Rhizopus são considerados como 
GRAS (Genellary Regarded as Safe) pela FAO (2011), seguros para uso alimentar 
(RHANDIR et al., 2004). Este gênero de fungo é comumente utilizado na Ásia para 
produzir produtos alimentícios, e por sua capacidade de produzir compostos 
fenólicos (CORREIA et al, 2004; VATTEM et al, 2004; RHANDIR e SHETTY, 2007).  
 
2.3. Cereais e leguminosas utilizados na fermentação  
2.3.1. Soja 
 
 Soja é um produto de consumo milenar no Ocidente. Em países ocidentais 
como o Brasil, começou a ser cultivada apenas no final do século XIX (BRANDÃO, 
2006). O primeiro registro de cultivo foi realizado no município de Santa Rosa no Rio 




soja adquiriu importância econômica merecendo o primeiro registro estatístico 
nacional em 1941, no Anuário Agrícola do RS (EMBRAPA, 2007). A soja (Glycine 
max (L.) Merrill) que é cultivada atualmente em vários países não é a mesma 
variedade que lhe deu origem, pois há variedades modificadas geneticamente ou 
que foram se adaptando com o ambiente. Plantas oriundas de cruzamentos naturais 
de duas espécies de soja selvagens foram melhoradas pelos chineses (EMBRAPA, 
2004). 
O crescimento agrícola no Brasil tem como destaque o cultivo da soja. 
Registrou-se um aumento na taxa média anual de crescimento da área plantada 
dessa leguminosa de 3,6% no período 1990-1991 a 2000-2001 para 13,8% entre 
2000-2001 e 2003-2004 (CONAB, 2006). O Estado do Paraná apresentou produção 
de 14.009.435 toneladas de soja aliado a alta produtividade, aproximadamente 
3.200 kg/ha (SEAB, 2011). 
Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja e é 
responsável por 24% da oferta global dessa semente, atrás do líder de produção, 
Estados Unidos. Essa situação, porém irá se reverter nos próximos anos, e o Brasil 
assumirá o posto de maior produtor mundial de soja, devido às condições climáticas 
favoráveis, áreas disponíveis para plantio e inovação tecnológica no campo agro-
industrial. (EMBRAPA, 2007).  A indústria da soja é importante atualmente para a 
captação de moedas estrangeiras pelas exportações de produtos derivados da soja 
como farelo, óleo, lecitina, grãos e para o suprimento do mercado interno de óleos 
comestíveis e concentrados protéicos (FAO, 2011).  
Um grão de soja típico possui 35% a 40% de proteína, 15% a 20% de 
gordura, 10% a 13% de umidade, 30% de carboidratos e aproximadamente 5% de 
cinzas e minerais (KAGAWA, 1995), sendo que a composição química pode variar 
com as condições climáticas, localização geográfica, tipos de solo, variedades e 
práticas agro-econômicas (HORAN, 1974). Segundo LEE e KADER (2000), a 
quantidade de ácido ascórbico varia com as condições de crescimento e grau de 
maturação. Para o consumo humano, é interessante que a soja apresente maior teor 
e melhor qualidade de proteínas, maior teor de aminoácidos sulfurados, menor teor 
e maior qualidade de óleo (VELHO 1992).  
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Segundo FRIEDMAN e BRANDON (2001), a germinação do grão de soja 
tende a aumentar a quantidade de proteínas e reduzir a quantidade de 
oligossacarídeos não digestíveis.   
A porcentagem de lipídios na soja (cerca de 20%) representa o dobro da 
porcentagem encontrada em outras leguminosas. Segundo LIU (1998), a soja é 
fonte de ácidos graxos poliinsaturados como o ácido linoléico e o ácido linolênico 
que contribui com cerca de 53% do conteúdo total de ácido graxo no óleo presente 
no grão. 
Segundo OLIVEIRA (1981), do ponto de vista nutritivo a soja é fonte de 
energia, que contém proteínas, lipídeos, minerais e vitaminas. Devido a esse alto 
teor nutritivo, vários trabalhos já foram desenvolvidos com o objetivo de estimular o 
consumo de soja e seus derivados (OLIVEIRA, 1981; SHURTLEFF, 1990). Ainda os 
produtos de soja são considerados como um bom substituto para proteína animal, 
pelo seu valor nutricional, exceto pelo alguns aminoácidos, tais como metionina e 
cisteína que são equivalentes. As proteínas presentes na soja tabela 1 contêm a 
maioria dos aminoácidos essenciais para a alimentação humana (WANG, 2007). 
 
Tabela 1. Composição dos aminoácidos essenciais em grãos de soja e 













Isoleucina 35 46 48 49 46 48 
Leucina 79 78 79 82 79 83 
Lisina 62 64 64 64 60 61 
Metionina 21 26 28 26 16 14 
Fenilalanina 87 88 89 92 80 83 
Treonina 41 39 45 38 40 40 
Triptofano - 14 16 14 - - 
Valina 37 46 50 50 48 49 
FONTE: EUA (2008) 
 
A soja-grão (Glycine max (L.) Merril) pertence ao mesmo gênero da soja-
planta e à mesma família Fabaceae (KONOVSKY e LUMPKIN, 1990).  As 
substâncias fenólicas, que possuem potencial antioxidante, são compostos ativos 
comumente encontrados em vegetais (RHODES, 1996) e que estão presentes na 
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soja. Esses compostos podem se apresentar na forma livre ou associadas a 
açúcares e a proteínas. São considerados antioxidantes naturais que evitam a 
deterioração oxidativa dos alimentos e podem ser utilizados para minimizar os danos 
oxidativos do organismo animal (MELO e GUERRA, 2002). O consumo de soja 
aumentou nos países ocidentais devido à importância dessa leguminosa como 
alimento funcional, propiciando benefícios à saúde e prevenção às doenças crônicas 
degenerativas, característica consolidada em estudos recentes (PARK et al., 2001).  
Durante as últimas décadas, evidências científicas vêm demonstrando que as 
isoflavonas da soja podem trazer benefícios no controle de doenças crônicas tais 
como câncer, diabetes mellitus, osteoporose e doenças cardiovasculares (ESTEVES 
e MONTEIRO, 2001),  
No Brasil, diferentes cultivares de soja possuem diferenças na concentração 
de isoflavonas (PARK et al., 2001) que se desenvolvem durante o período de 
formação da vagem e do grão (WILDMAN, 2001). Os níveis desses compostos 
polifenólicos são afetados por fatores ambientais como umidade e temperatura em 
que é realizado o plantio (CARRÃO-PANIZZI et al., 1998) e dependem da parte 
morfológica da leguminosa (cotilédone, hipocótilo e casca), da variedade (fatores 
genéticos) (TSUKAMOTO et al., 1995; CHOI et al., 1996). 
As aminas presentes em grãos de soja são putrescina, cadaverina, agmatina, 
espermina e espermidina, sendo a última encontrada em maior quantidade  
(GLÓRIA et al., 2005). As aminas atuam como reservas de nitrogênio. São 
substâncias naturais de crescimento de microrganismos e de vegetais, como 
hormônios ou fatores de crescimento, acelerando o processo metabólico, 
principalmente na regulação da secreção gástrica e na contração e relaxamento do 
músculo liso. São biomoduladoras e estimulam os neurônios sensoriais, motores e 
cardiovasculares (SMITH, 1980-1981; STRATTON et al., 1991; BAUZA et al., 1995). 
Devido às suas características biológicas, a soja é classificada como um 
alimento funcional que, segundo ROBERFROID (2002), é aquele que pode afetar de 
forma benéfica uma ou mais funções alvo no corpo humano, além de possuir efeitos 
nutricionais adequados e seja relevante tanto para o bem-estar e saúde quanto para 
a redução de risco de uma doença. A dieta alimentar contendo soja pode diminuir 
risco de doenças como o da osteoporose, doenças cardiovasculares e redução das 
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doenças de câncer de mama, próstata e cólon (ROBERFROID et al., 2010; 
FRIEDMAN e BRANDON 2001). 
A soja e composta por diferentes tipos de isoflavonas na forma de β-
glicosídeos conjugados (daidzina, glicitina e genistina), os derivados malonil-β-
glicosídeos (malonildaidzina, malonilglicitina e malonilgenistina) e as agliconas 
(daidzeína, gliciteína e genisteína). 
 
2.3.2. Soja convencional e as diferenças de soja orgânica 
 
A cultura orgânica evita o uso de fertilizantes e pesticidas químicos nos cultivo 
de plantações. Esta agricultura valoriza o uso de matéria orgânica a fim de 
desenvolver uma agricultura equilibrada, além de economicamente viável (SOUZA, 
2000). Os princípios da agricultura orgânica foram desenvolvidos na Inglaterra a 
partir de 1925 e nos Estados Unidos a partir de 1940. A base do cultivo orgânico é a 
redução do uso de produtos químicos e valorização de processos biológicos e 
vegetais nos sistemas agricola, com emprego do uso da adubação orgânica de 
origem animal ou vegetal, plantio consorciado, rotação de culturas e controle 
biológico de pragas (SOUZA, 2000). 
Segundo IBD (Instituto biodinâmico), que certificam alimentos orgânicos no 
Brasil, o mercado brasileiro teve taxas de crescimento de 30% e 50% ao ano, e tem 
a segunda maior área de agricultura orgânica do mundo (SONATI e AFFONSO, 
2007).Atualmente o Paraná é um dos maiores produtores de produtos orgânicos do 
País (EMATER-PR,2003). Na safra de 2002/2003, a soja ocupou 5.890ha, sendo 
70% da área localizada no Oeste e Sudeste do Paraná. No caso da soja orgânica, 
mesmo a produtividade sendo menor que a soja convencional, a rentabilidade e 31% 
maior (EMBRAPA, 2005). Existem pessoas que questionam as vantagens 
nutricionais destes alimentos orgânicos, porque em termos de carboidratos, 
proteínas e gorduras, não há diferença, mas os estudos comprovam que vegetais 
cultivados sem agrotóxicos desenvolvem defesas naturais e aumentam a 
disponibilidade de micronutrientes (SONATI e AFFONSO, 2007). 
Segundo a LEI nº 10.831 do Ministério da Agricultura (ano 2003), “a finalidade 
de um sistema de produção orgânica é a oferta de produtos saudáveis isentos de 
contaminantes intencionais; a preservação da diversidade biológica dos 
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ecossistemas naturais; promover um uso saudável do solo, da água e do ar, e 
reduzir ao mínimo todas as formas de contaminação”. 
Nos últimos anos, tem se observado uma expansão significativa do mercadode 
produtos orgânicos. O desenvolvimento sócio-cultural das sociedades modernas tem 
feito emergir novos padrões de consumo no mercado de alimentos. A 
conscientização da necessidade de preservação do meio ambiente e as crescentes 
exigências por uma alimentação saudável e com qualidade têm potencializado a 
produção orgânica/ecológica. Os altos custos da agricultura convencional têm 
levado vários agricultores a repensar sua forma de produzir. Muitos pequenos 
produtores familiares, excluídos do atual modelo agrícola dominante, têm 
encontrado nas técnicas e princípios da agricultura orgânica uma forma de 
viabilizareconomicamente sua pequena escala de produção, permitindo, assim, um 
padrão de vida melhor no campo (www.sober.org.br/palestra/12/05O299.pdf) 
 
2.3.3. Alimentos Funcionais  
 
A ANVISA define funcional como “aquele alimento ou ingrediente que, além 
das funções nutritivas básicas, quando consumido como alimentação normal, produz 
efeitos metabólicos e/ou fisiológicos que ajudam no benefício à saúde, devendo ser 
seguro para consumo sem acompanhamento médico, fazendo parte das nossas 
refeições diárias (ANVISA, 2012). Os efeitos são positivos quando consumido estes 
alimentos funcionais, entre estes: “aumento da defesa orgânica, efeitos 
antioxidantes, prevenção ou recuperação de doenças especificas, melhoria de 
condições físicas ou mentais, redução da velocidade do envelhecimento” (SONATI e 
AFFONSO, 2007). 
Os antioxidantes removem os radicais livres, e tem a função de prevenção 
dos processos oxidativos e degenerativos que ocorrem no organismo.  Os principais 
compostos são: vitamina C, vitamina E, carotenóides (precursores da vitamina A, 
flavonóides, selênio, isoflavonas, ômega 3 (SONATI e AFFONSO, 2007). 
 





A Tabela 2 abaixo apresenta alguns dados de alimentos funcionais e seus 
benefícios à saúde.  
 
Tabela 2. Substâncias bioativas presentes em alguns alimentos e seus benefícios 
Alimento Substância bioativa Benefícios 
Frutas e vegetais amarelos Carotenóides Neutraliza radicais livres 
Vegetais verdes Luteína Manutenção de visão saudável 
Tomate e produtos de 
tomate, melancia, goiaba 
Licopeno Pode reduzir o risco de câncer de próstata 




Pode reduzir o risco de Doenças 
Cardiovasculares (DCV) 
Atum, truta, sardinha, 
bacalhau, peixes de água fria 
Ácidos-graxos, 
Ômega 3 
Pode reduzir o risco de doenças 
cardiovasculares (DCV) e melhorar funções 
mentais e visuais 
Frutas e vegetais, chás Flavonóides 
Neutralizam radicais livres e podem reduzir 
o risco de câncer 
Vegetais crucíferos Indóis 
Neutralizam radicais livres e podem reduzir 
o risco de câncer 
Alcachofra, chicoria, cebola, 




Protegem a saúde gastrointestinal 
Iogurte e leites fermentados Probioticos Protegem a saúde gastrointestinal 
Soja e Derivados  Isoflavonas 
Podem reduzir os sintomas 
da menopausa 




Os cereais constituem 60% da produção mundial dos alimentos em países 
mais industrializados, mas desta produção 70% é destinado à alimentação animal, 
ao contrário do que acontece nos países desenvolvidos que pelo menos 68 a 98% 
são destinados ao consumo humano. A qualidade destes cereais pode ser 
melhorada através da fermentação (CLAVAN e KADAN, 1989). A fermentação é 
uma das formas mais antigas e econômicas de produzir e preservar alimentos. 
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(WAINWRIGHT, 1992). Os cereais possuem composição completa de nutrientes 
necessários a nutrição humana, pois são constituídos de carboidratos (55-75%), 
proteínas (7-15%), lipídeos (0,50-7%), sais minerais (1-4%) e por oligoelementos. Os 
cereais mais comuns são: arroz, centeio, trigo, cevada, aveia, milho e milho miúdo 
(RAGOT, 1985; KENT, 1975); estes cereais são ricos em nutrientes, mas pode variar 
com clima, variedade, maneira do cultivo e conservação. Esses fertilizantes 
azotados diminuem o teor de vitamina A e C no cereal. Além disso, os adubos 
potássicos diminuem o teor de magnésio, que apresentam papel importante na 
prevenção de doenças cardiovasculares, depressão nervosa e fadiga, enquanto os 
pesticidas podem prejudicar a saúde (RAGOT, 1985). 
Os cereais apresentam diversos benefícios ao organismo. Dentre as suas 
funções estão: função nutritiva, energética e remineralizantes desde que sejam 
consumidos na forma integral. O trigo e o arroz são os cereais mais equilibrados. O 
arroz convém mais para pessoas hipertensas e o trigo para as pessoas que sofrem 
de problemas intestinais. A cevada fortifica as células nervosas e favorece a 
calcificação do esqueleto. Já o centeio torna o sangue fluído e as artérias flexíveis. 
O milho é moderador do funcionamento da tireoide e o consumo da aveia é 
recomendada para hipotireoidianos, aos linfáticos, aos e aos que sofrem com 
elevado colesterol (RAGOT, 1985).  
A Tabela 3 apresenta os principais componentes dos cereais trigo, cevada, 
milho, aveia e arroz. 
 
Tabela 3. Principais componentes dos cereais 
Composição quimica 
     Constituintes Trigo Cevada Milho Aveia Arroz 
Água 13,2 11,7 12,5 13,0 13,1 
Proteína 11,7 10,6 9,2 12,6 7,4 
Lipídeos 2,2 2,1 3,8 5,7 2,4 
Amido 59,2 52,2 62,6 40,1 70,4 
Outros carboidratos 10,1 19,6 8,4 22,8 5,0 
Fibra 2,0 1,55 2,15 1,56 0,67 





2.4. Produtos Obtidos por Fermentação 
  
2.4.1. Fermentação no Estado Sólido (FES) 
 
As fermentações já eram utilizadas nos tempos antigos, evidenciados pela 
produção de bebidas fermentadas tais como a cerveja e o vinho. No Egito e México, 
embora as técnicas de fermentação tenham sido aprimoradas, os processos 
fermentativos ocorrem no substrato natural de uvas e grãos, sendo que alguns são 
adicionados de água e ou são submetidos a algum pré-tratamento. A fermentação 
também foi e ainda é conhecida e considerada método para conservar alimentos. A 
fermentação com fungos Rhizopus já é conhecida há mais de 3000 anos na 
produção de molho de soja (soja, trigo, água e sal) (GROS, 2008). 
A FES é definida como o processo no qual os microrganismos crescem em 
substratos sólidos na ausência de água livre (PANDEY et al, 2000;2008). A matriz 
sólida deve apresentar alguns nutrientes necessários para o desenvolvimento dos 
microrganismos durante a fermentação. Os substratos sólidos são comumente 
encontrados na natureza, que e considerado como processo de fermentação para o 
crescimento de microrganismos, devido ao crescimento destes no meio natural 
(RODRÍGUEZ-LEÓN et al, 2008). 
A FES apresenta sua importância na biotecnologia, pode ser aplicada desde a 
escala laboratorial até a escala industrial. É um processo muito aplicado para a 
produção de biomoléculas por fungos e também visando o aumento da 
produtividade de fermentação, aumento na concentração do produto. (HOLKER et 
al, 1994). 
As fermentações conduzidas com soja e farelo de arroz podem aumentar o 
nível de substâncias com atividade antioxidantes que trazem efeitos benéficos a 
saúde humana tais como a vitamina E (tocoferol, tocotrienol), vitamina C, 
antocianina, isoflavonas, β-caroteno, polifenol e orizanol. Várias proteínas são 
hidrolisadas liberando aminoácidos tais como tirosina, metionina, histidina, triptofano 





2.4.2. Fermentação Submersa (FSm) 
 
No século passado já se utilizavam a fermentação para preservar alimentos e 
já produziam bebidas alcoólicas para seu consumo; os Babilônios produziam vinho 
de cevada, os Europeus já faziam pão, e no oriente já produziam misso, molho de 
soja, e os Romanos processavam peixes (BORZANI, et al., 2001). 
O método da fermentação para produção de alguns produtos é feito pela 
fermentação submersa (FSm), pois esta técnica é menos problemática, na 
transferência de calor e homogeneização; em algumas lugares  utilizam a FSm para 
a produção de algumas enzimas. Na FSm o meio liquido fica em contato com o 
microrganismo, e na  fermentação aeróbica o oxigênio é essencial (PANDEY et al., 
2000), sendo feito por injeção de ar, apresenta fácil controle de temperatura, mas 
corre risco de contaminação por outros microrganismos (RAIMBAULT, 1998) . 
Na fermentação em batelada os microrganismos são inoculados em volume 
fixo do meio, sob as condições ótimas de fermentação e somente e acrescentado de 
oxigênio quando necessário., ainda existe a fermentação em batelada alimentada 
que no início é acrescentado o inóculo, depois são acrescidos os nutrientes 
gradualmente ao meio. Já a batelada em perfusão a cultura e células vivas são 
adicionadas ao processo. E a fermentação contínua o meio novo é colocado durante 
a fase exponencial de crescimento do microrganismo (BORZANI et al, 2001; 
PANDEY et al., 2000). 
A FSm é economicamente atrativa, quando utilizados como meios de cultivo 
resíduos industriais líquidos, que eram despejados no ambiente em lavouras ou 
acrescentados à ração animal, para atuar como substrato para o crescimento de 
microrganismos (BLAKEBROUGH, 1987). 
Geralmente o microrganismo na FSm requerem  boa aeração, que é obtida 
por meio de agitação do meio de cultivo. Para os microrganismos que crescem na 
forma de aglomerados, na forma micelial como os fungos, a concentração de 
oxigênio no meio do cultivo deverá ser suprida a partir de agitação, impelidores ou 
difusores de ar instalados internamente nos biorreatores. Sempre é importante no 
processo fermentativo verificar o modo mais adequado, assim como para a 




2.4.3. Produtos Fermentados e Derivados  à Base de Soja 
 
Os produtos fermentados de soja são produtos originalmente produzidos e 
consumidos em maior escala na Ásia e Oriente Médio. Grande parte destes 
produtos são produzidos por descascamento e cozimento dos grãos de soja, e 
fermentação por meio do uso de diversas linhagens do fungo Rhizopus (no caso dos 
produtos fermentados tais como o tempeh) originalmente da Indonésia. (TAVARES e 
KIYAN, 2002). 
A soja tem um importante papel na nutrição como fonte de proteína de alta 
qualidade. Segundo MORAIS (1996) os americanos comercializam produtos 
fermentados e não fermentados à base de produtos orientais fermentados e 
derivados tais como: “tofu hot dog”, “tofu ice cream”, “veggie Burger”, ”tempeh 
Burger”, “soymilk yogurt”, ”soymilk cheese”, ou “soy flour pancake”. Além das 
proteínas, carboidratos e ácidos graxos estão compostos por vitaminas e alguns 
minerais (WOLF e COWAN, 1971).  
A partir da soja ainda existem os produtos não fermentados como o tofu 
(queijo de soja), nimame (soja integral cozido), edaname (soja verde), abura age 
(tofu frito), e fermentados como sufu (tofu fermentado), shoyu (molho de soja 
fermentado), miso (fermentado de soja), natto (fermentado de soja por Bacillus 
natto), tempeh (fermentado de soja por Rhizopus oligosporus) (FUKUSHIMA e 
HASHIMOTO, 1980).  
Os fungos são geralmente cultivados sobre um substrato ou matriz sólida, 
sendo o processo denominado de FES (fermentação no estado sólido) (WARD, 
1989). Os fungos requerem substratos que contêm nutrientes, geralmente com 
fontes de carbono e fonte de nitrogênio, além de macro e micronutrientes (como sais 
minerais e algumas vitaminas), e necessitam da aeração. O fermentado de soja 
pode ser preparado utilizando uma variedade de microrganismos (SWAN, 1979; 
NOUT, 2005) que inclui fungos, leveduras, bactérias láticas e algumas bactérias 
gram-negativas (STEINKRAUS, 1983). Os fungos comumente relatados na 
fermentação de soja são Rhizopus oryzae, R. oligosporus, Mucor indicus, 
Trichosporon heigelii, Clavispora (Candida) lusitaniae,  e leveduras Candida  maltosa 
e Candida intermedia (SAMSON, 1987).  
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Durante o processo fermentativo o fungo filamentoso Rhizopus oligosporus é 
inoculado em maior quantidade (SHARMA, 1984) e R. oryzae e Mucor spp. podem 
ser adicionados para aprimorar o sabor, valor nutritivo e a textura do fermentado de 
soja (WIESEL, 1997). Uma mistura pura de inóculos de Rhizopus oligosporus e 
Klebsiella pneumoniae já foi relatada para a produção de vitamina B12 (SUPARMO, 
1988).  
Na Indonésia, R. oligosporus é a principal espécie utilizada na fermentação da 
soja  e segundo HESSELTINE (1963) uma cepa identificada como R. oligosporus 
Saito NRRL 2710 é uma das melhores produtoras já encontradas.  
Os principais carboidratos da soja (estaquiose, rafinose e sacarose) não são 
as únicas fontes de carbono consumidas pelo Rhizopus spp. Análises com 
microscópico eletrônico de varredura indicam que enzimas são secretadas pelo 
fungo para facilitar a degradação química dos compostos do substrato 
(SUDARMADJI, 1977). O crescimento microbiano pode ser acompanhado pelo 
consumo dos açúcares simples como glicose, frutose, maltose e xilose (SORENSON 
e HESSELTINE, 1966).  
 O fungo Rhizopus oligosporus possui alta atividade proteolítica, importante 
para seu crescimento em substrato protéico, mas baixa atividade de enzimas 
amilase e pectinase (WAGENKNECHT, 1961; WANG e HESSELTINE, 1965). Os 
sistemas enzimáticos proteolíticos possuem atividade máxima entre 50 e 55°C e 
apresentam-se estáveis entre pH 3 e 6,  sofrem desnaturação em pH abaixo de 2,0 
e acima de 7,0 (WANG e HESSELTINE, 1965).  
O processo fermentativo da soja pode influenciar no teor de compostos tais 
como ácidos graxos, vitaminas e proteínas (BAUMANN et al., 1990; HERING et al., 
1991). Relatos do aumento relativo de vitaminas do grupo B como riboflavina, 
vitamina B6 e B12 devido à ação do metabolismo dos microrganismos estimulam 
novas pesquisas sobre os produtos fermentados de soja (BISPING et al., 1993;  
KEUTH e BISPING, 1993).  
A ação hidrolítica das enzimas produzidas pelos microrganismos permite a 
formação de peptídeos (HESSELTINE, 1983) com características melhores do que 
aqueles presentes na soja não fermentada (OKAMOTO et al., 1995).  Uma função 
importante do fungo na fermentação da soja é a síntese de enzimas que hidrolisam 
componentes da soja e promovem o desenvolvimento de textura e aroma desejável 
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do produto (HACHMEISTER e FUNG, 1993).  Segundo ANON (1969), R. 
oligosporus produz de 4 a 5 bactericidas durante o processo fermentativo, esse 
fungo também é capaz de limitar o crescimento e o acúmulo de aflatoxina B1 dos 
microrganismos  Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (NOUT, 1989). 
A figura 2, apresenta a imagem do fungo Rhizopus sp:  A) com seu corpo de 
frutificação com seu esporangiósporo e na B) tubo de ensaio com meio de cultivo 
com o crescimento de Rhizopus sp. 
 
Figura 2. Imagem do fungo Rhizopus sp. A) Imagem microscópica do micélio e da 
formação do corpo de reprodução com os esporangiósporos; B) Linhagem mantida 
em tubo de ensaio inclinado contendo meio de cultivo. 
 
                      FONTE: Techno in home (2009)                          FONTE: Dominic Anfiteatro (2006) 
 
3.4.4. Tempeh, produto fermentado de soja por Rhizopus oligosporus 
 
O tempeh é um produto tradicional à base de soja fermentado por Rhizopus 
oligosporus. Originou-se na Indonésia e até os dias atuais é muito consumido na 
Indonésia e outros países orientais e asiáticos. O fungo é inoculado em grãos de 
soja previamente cozidos e descascados, e a fermentação degrada os carboidratos 
complexos e outros compostos orgânicos presentes na soja que possam causar 
problemas digestivos e flatulência (GHORAI et al., 2009). O tempeh é normalmente 
consumido cozido, frito, assado ou grelhado. O processo de fermentação da soja 
para a obtenção do tempeh promove o aumento do valor nutritivo, com o aumento 
no teor de vitaminas, fitoquímicos e antioxidantes (ASTUTI e DALAIS, 2000). 
A B A B 
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Tempeh apresenta concentração de fitoestrógeno (as isoflavonas apresentam 
estrutura química semelhante aos estrógenos humanos, tal como o 17 β-estradiol, e 
por apresentar atividade estrogênica, essas substâncias são comumente 
referenciadas como fitoestrógenos) de aproximadamente 0,3 mg/g de proteína de 
soja (BHATHENA e VELASQUEZ, 2002). Os níveis de isoflavonas no tempeh é 
relativamente maior comparada aos outros produtos de soja tais como o tofu e 
bebidas à base de soja (HUTABARAT et al., 2011). Na Malásia, o tempeh é rico em 
cálcio, assim como do leite e produtos lácteos. HARON et al. (2009) relataram que o 
conteúdo de isoflavonas em 100 g of tempeh cru representa (20556 mg), sendo o 
maior conteúdo de isoflavona quando comparado aos demais produtos de soja e 
fermentados de soja, porém foi significativamente reduzido para 11341mg em 100g 
de tempeh após a fritura do produto cru para consumo.  
Além disso, o tempeh é uma excelente fonte de proteínas, contendo todos os 
aminoácidos essenciais. A qualidade proteica do tempeh é comparável com a 
qualidade proteica de carne bovina e suína. Além disso, o tempeh é uma excelente 
fonte de cálcio e baixo teor de gordura saturada. Apresenta elevadas concentrações 
de ácidos graxos essenciais e vitaminas do complexo B. É livre de colesterol por ser 
produzido a partir da soja (fonte vegetal) e apresenta elevado teor de fibras 
dietéticas. A fermentação do tempeh reduz fatores antinutricionais tais como o ácido 
fítico presente naturalmente nos grãos de soja; assim o consumo de tempeh não 
reduz os níveis de absorção de minerais pelo organismo. O produto torna-se mais 
facilmente digerível porque o processo de fermentação transforma as proteínas 
complexas presentes nos grãos de soja, quando comparados aos produtos 
derivados de soja não fermentados ou mesmo grãos de soja inteiros. Apresenta 
elevados níveis de isoflavonas e boa fonte de ácido fólico. Além disso, o tempeh 
apresenta baixo teor de sódio (BABU et al., 2009). 
Inúmeros benefícios da soja e produtos fermentados de soja (tais como o 
tempeh) para a saúde são citados na literatura. Dentre alguns benefícios estão a 
diminuição de riscos de doenças cardíacas e acidentes vascular cerebral, prevenção 
de osteoporose, câncer e distúrbios digestivos, além de aliviar sintomas de 





3.5. Compostos Bioativos 
3.5.1. Substâncias Antioxidantes 
 
Antioxidantes são substâncias naturais ou sintéticas que agem prevenindo ou 
retardando a deterioração causada pela exposição ao oxigênio, evitando a 
propagação das reações de oxidação em cadeia (NAMIKI, 1990; SIMIC e 
JAVANIVIC, 1994). Existem possibilidades de algumas doenças serem causadas 
pelos processos oxidativos celulares e espécies reativas de oxigênio tais como 
câncer, arteriosclerose, artrite, diabete, doenças cardiovasculares e processos de 
envelhecimento (BRENA e PAGRIARINI, 2001). 
Pesquisas que vêem sendo desenvolvidas relatam que a oxidação do LDL é 
decisiva na patogênese da arteriosclerose. A utilização dos antioxidantes atua na 
prevenção ou redução do desenvolvimento destas doenças. Os antioxidantes mais 
pesquisados são os flavonóides, vitaminas C, E e carotenóides. Os flavonóides são 
antioxidantes polifenólicos encontrados em verduras, frutas, grãos, sementes e 
ervas. Os flavonóides mais importantes são: quercetina, campferol, miricetina e 
crisina. A vitamina E (alfa-tocoferol) é encontrada em óleos de sementes, vegetais 
verdes e grãos de soja, e vitamina C em frutas cítricas, vegetais e carotenóides em 
frutas e legumes (COSTA et al., 2000). 
As doenças degenerativas como as cardiovasculares e neurológicas podem 
ser causadas pelo excesso dos radicais livres (PRIOR et al., 1998) que reagem com 
DNA, RNA e proteínas (MELO et al., 2006), e por isso existe o interesse em buscar 
antioxidantes naturais encontrados em frutos ou outras fontes naturais para 
substituir os sintéticos que podem apresentar efeitos colaterais (ITO et al., 1983).  
Segundo WANG e LIN (2000), os antioxidantes presentes em plantas podem 
atuar como quelante de metais, inibidores de enzimas, agentes redutores e 
sequestradores de radicais livres. Tais substâncias naturais são capazes de agir 
como nutracêuticos e otimizar a qualidade e estabilidade dos alimentos 
proporcionando benefícios á saúde dos consumidores (ARUOMA, 1998; LAI  et al., 
2001). 
O excesso de radicais livres tem diversas origens, desde defeitos no 
metabolismo celular como a respiração mitocondrial até ação de fatores exógenos 
como hábito de fumar ou nutrição inadequada (NÚÑEZ-SELLÉS, 2005). As 
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isoflavonas genisteína, daidzeína e glicitina são fitoestrógenos encontrados apenas 
na soja e são classificadas como antioxidantes naturais, pois são capazes de 
desativar os radicais livres do organismo e evitar a ação maléfica desses compostos 
(CAI e WEI, 1996). 
Durante a última década, extratos de soja têm sido comercializados na 
indústria de alimentos devido à esse alto teor de compostos fenólicos, mas existe 
uma limitação de uso devido ao odor característico (MADSEN et al, 1997). Essa 
recusa não ocorre apenas na Indonésia, principalmente nas Filipinas e Malásia, 
onde o fermentado de soja é comumente consumido e devido às características 
nutricionais (ASTUTI et al., 2000;NAKAJIMA et al., 2005).  
Segundo ANDREO e JORGE (2006), etanol e água são os principais 
solventes utilizados na extração de antioxidantes. Segundo LEAL, (2003), as 
substâncias bioativas podem ser extraídas tanto por água como também por 
tradicionais solventes orgânicos tais como o etanol, éter e metanol.   
A Figura 3 apresenta um esquema com as diferentes categorias de 
compostos fitoquímicos com atividade antioxidante, com destaque para os 

















Figura 3.  Esquema com as diferentes categorias de compostos fitoquímicos com 
atividade antioxidante, com destaque para os flavonóides e fenólicos estudados no 





























A Tabela 4 apresenta alguns compostos com atividade antioxidante 



















Tabela 4. Alguns compostos antioxidantes biotransformados durante a fermentação  
por fungos 





Isoflavonas glicosidicas (daidzina e genistina) 
reduzem e isoflavonas agliconas (genisteína e 
daidzeína) aumentam ao longo do tempo de 
fermentação. Quanto maior a concentração de 




ESAKI et al. (1994) 
CHAIYAVAT  et al 
(2010) 
Taxomyces andreanae Diterpenóide taxol STIERLE et al. 
(1993) 
Monascus ruber Monacolina K CHANG et al. (2002) 
Aspergillus sartoi Ácido ᵖ-cumárico, ácido ferrúlico,daidzeína, 
genisteína, ácido silingico, ácido vanilico, ácido 
ᵖ-hidroxidobenzóico e α-tocoferol 
HIROTA et al. (2000) 
Cordyceps militaris Polifenol (ácido gálico) e flavonóide (rutina) ZANG et al. (2012) 
Aspergillus oryzae e 
Rhizopus oligosporus 
Compostos fenólicos e flavonoides KARIME et al. (2010) 
Rhizopus oligosporus Compostos fenólicos e flavonoides e p-
hidroxibenzoato 
ATUN et al. (2010) 
 
 
3.5.2. Compostos Fenólicos 
 
Os polifenóis ou compostos fenólicos são encontrado em grande parte em 
vegetais, ou como metabólitos secundário ou biossíntese, na sua forma normal ou 
em condições de estresse (NACZK e SHAHIDI, 2006). 
Muitos compostos fenólicos de plantas são boas fontes de antioxidantes 
naturais, e interesses vem surgindo, devido os compostos fenólicos em alimentos 
que tem efeitos inibitórios sobre processos como a mutagênese e a carcinogênese.  
 O termo fenólico ou polifenol é definido quimicamente como substância que 
possui anel aromático tendo um ou mais substituintes hidroxi, são derivados ésteres, 
éteres metílicos, glicosídeos (ESKIN, 1990). A maioria destes compostos fenólicos 
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apresenta dois ou mais grupos hidroxilas. São substâncias bioativas que ocorrem 
em fontes vegetais utilizados para fins alimentícios (HO, 1992). 
Os compostos fenólicos são classificados em: fenóis simples, ácidos 
fenólicos, ácidos hidroxicinâmicos e flavonóides, entre eles os mais importantes são 
os compostos fenólicos que são polifenóis. Dentre os flavonóides estão 
principalmente catequinas, proantocianinas e flavonas. As catequinas podem inibir o 
crescimento de tumores de câncer. Proantocianidinas ou taninos são encontrados 
em alimentos como: maçã, uva, sorgo, morango, ameixa e cevada. Segundo HO 
(1992) outros polifenóis, como ácido elágico e ácido clorogênico podem 
desempenhar um duplo papel protetor na carcinogênese por reduzir a 
biodisponibilidade dos carcinogéneos, e por interferir com a sua biotransformação no 
fígado. 
 
3.5.3. Biossíntese de Compostos com Ação Antioxidante 
(flavonóides e fenólicos)  
 
A biossíntese de flavonóides inicia com uma série de reações. A primeira 
reação inicia com a desaminação de L-fenilalanina pela enzima fenilalanina-amônia-
liase que forma o ácido cinâmico. O ácido cinâmico é hidroxilado por uma cinamato-
4-hidroxilase que forma o ácido cumárico (VERPOORTE et al., 2007). O grupo 
carboxil do ácido cumárico é então ativado com a coenzima A pela cumaril-CoA-
ligase para formar 4-cumaril-CoA. O 4-cumaril-CoA participa das etapas de 
biossíntese dos compostos flavonóides (Figura 4) tais como as isoflavonas, 
flavanóis, flavonas e estilbenos. Na Figura 4 consta a rota metabólica da biossíntese 
de compostos antioxidantes a partir do precursor fenilalanina (aminoácido) 
necessário para ocorrer a biossíntese de ácido trans-cinâmico pelos organismos 
vivos e assim ocorrer a biossíntese dos demais compostos flavonoides (isoflavonas, 







Figura 4. Esquema da biossíntese de compostos antioxidantes a partir do precursor 















FONTE: Baseado em VERPOORTE et al. (2007). 
 
A fenilalanina amônia-liase (E.C. 4.3.1.5) é a primeira enzima do metabolismo 
fenilpropanóide na maioria dos vegetais e tem sido indicada por seu importante 
papel no controle de acúmulos fenólicos em resposta às infecções (STRACK, 1997). 
É uma enzima largamente estudada por fisiologistas por causa de sua importância 
chave no metabolismo secundário das plantas (KUHN, 2007). Esta enzima tem sido 
encontrada principalmente em plantas superiores, mas também está presente em 
fungos (ROSLER et al., 1997) e bactérias (XIANG e MOOE, 2005). A invasão de 
patógenos pode desencadear a transcrição do RNA mensageiro que codifica esta 
enzima, aumentando a quantidade desta enzima na planta e estimulando a síntese 
de compostos fenólicos (TAIZ e ZEIGER, 2006). 
Os compostos fenólicos e flavonoides estão sendo muito empregados em 
pesquisas de medicamentos contra infecções, como exemplo a quercetina, rutina e 
morina que têm mostrado ação antiviral. Os compostos fenólicos (ácido ferulico e 
ácido transcinâmico) e os flavonóides (quercetina e kaempherol) são importantes, 
pois são medicamentos fitoterápicos utilizados no tratamento como antivirais, e que 
são compostos naturais que possam ter poucos efeitos colaterais (p/ que 




3.5.4. Metabolismo de produção de compostos flavonóides em vegetais 
 
Em vegetais o aminoácido fenilalanina pode ser convertido pela enzima 
amônia liase em ácido trans-cinâmico, que é transformado em ácido cumárico e este 
por sua vez é convertido em ácido caféico (RECHNER et al., 2001). Esses 
compostos são utilizados para a produção de flavonóides, com atividade 
antioxidante. A rota metabólica que permite a formação de favonols e fenilpropanols 
em plantas está relacionada ao ciclo pentose-fosfato (Calvin) e a quantidade 
sintetizada são características de cada organismo (DUVAL e SHETTY, 2001). 
A Figura 5 apresenta um esquema das etapas de síntese de flavonoides em 
plantas. Nomes das enzimas estão abreviados da seguinte forma: PAL (fenilalanina 
ammonia liase), C4H (cinamato-4-hidroxilase), 4CL (4-cumaril-CoA-ligase), CHS 
(chalcone sintase), CHI (chalcone isomerase). 
 
Figura 5. Esquema das etapas de síntese de flavonoides em plantas. Nomes das 
enzimas estão abreviados da seguinte forma: PAL (fenilalanina ammonia liase), C4H 
(cinamato-4-hidroxilase), 4CL (4-cumaril-CoA-ligase), CHS (chalcone sintase), 
CHI(chalcon) 
 




3.5.5. Metabolismo de produção de compostos flavonóides por 
microrganismos 
 
A Figura 6 abaixo apresenta a biossíntese heteróloga de flavonoides nos 
microrganismos. A enzima fenilalanina amônia liase (PAL) também pode utilizar o 
aminoácido tirosina como substrato 
 
Figura 6. Biossíntese heteróloga de flavonoides nos microrganismos. A enzima 




Fonte: DU et al. (2011). 
  
Embora o metabolismo para a formação dos compostos antioxidantes por 
muitos gêneros microbianos e sua importância ainda seja desconhecido, há um 
significante aumento na quantidade de compostos fenólicos sintetizados pelas 
células pelo aumento da temperatura de cultivo de Arthospira platensis 
(cianobactéria), por exemplo. A produção desses compostos é alterada pela 
variação nas condições de cultivo, sugerindo que é possível aumentar o potencial 






As isoflavonas genisteína e daidzeína obtidas da soja e seus produtos são formas 
biologicamente ativas dos fitoestrógenos, apresentando-se como compostos 
fenólicos heterocíclicos com potencial protetor no desenvolvimento de tumor 
mamário (MESSIMA, 1999). Além disso, as isoflavonas apresentam estrutura 
química similar ao principal hormônio feminino (estradiol) e essa característica 
incentiva pesquisas sobre os benefícios à saúde e a reposição hormonal As 
isoflavonas e seu efeito antioxidante estão relacionados com o mecanismos de 
garantia de qualidade da semente, que se refere a capacidade desta em realizar 
funções vitais como germinação, vigor e longevidade (POPINIGIS, 1985). Uma 
hipótese é que a presença dessas substâncias evita a degradação da membrana 
celular, pois combatem os radicais livres que são responsáveis pela deterioração da 
semente (KRZYZANOWSKI et al, 2001). A dificuldade de incrementar a soja nos 
hábitos alimentares do povo ocidental faz com que o consumo de isoflavonas seja 
restrito ao uso de cápsulas contendo hipocótilo de soja (BROUNS, 2002). 
As isoflavonas ocorrem naturalmente nos grãos de soja e na maioria dos 
produtos de soja, como β-glicosídeos conjugados (COWARD et al., 1998). São 
compostos fenólicos responsáveis pela coloração de inúmeras verduras, frutas e 
flores. Eles têm atividade antioxidante, antifúngica, propriedades estrogênicas e 
atividades anticancerígenas (ESAKI, 1999; NAIM, 1974; MURPHY, 1982). 
A soja é rica em isoflavonas como as daidzeínas, genisteínas e gliciteínas, 
presentes nos grãos de soja na forma de glicosilados (malonilglicosídeos e b-
glicosídeos), quando manipulados (através da fermentação ou passar por um 
processo de tratamento, ou pela desesterificação) pode ocorrer na forma de 
agliconas e acetilglicosídeos. Alguns testes realizados com pessoas saudáveis 
demonstrou a redução do colesterol total e lipoproteína de baixa densidade 
(GENOVESE e LAJOLO, 2001). Outro estudo demonstrou que as isoflavonas 
tiveram ação na prevenção e diminuição de certos tipos de câncer e no tratamento 
de osteoporose (SETCHELL e CASSIDY, 1999). As isoflavonas são fitoestrogênios 
isolados a partir da soja que, além de seu poder antioxidante, exercem efeitos 
hormonais e não hormonais pela capacidade de se ligar aos receptores de 
estrógeno (KURZER e XU, 1997). 
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No tempeh, as isoflavonas estão na forma bioativa, por β- glicosidase que é 
reconhecida e absorvida pelo organismo. O teor de isoflavonas totais variam de 6,88 
mg a 62,50mg/100g de soja tostada (USDA – IOWA STATE UNIVERSITY 
DATABASE ON THE ISOFLAVONE CONTENT OF FOOD, 1999). 
Nas últimas décadas, as evidências das pesquisas têm demonstrado que as 
isoflavonas trazem benefícios contra as doenças crônicas como câncer, diabetes 
mellitus, osteoporose e doenças cardiovasculares e podem prevenir a perda óssea 
pós-menopausa e a osteoporose. Em humanos, dados mostram as incidências de 
câncer de mama, próstata e cólon e doenças cardiovasculares pela falta de hábito 
no consumo de isoflavonas de soja na alimentação. O resultado desta proteção tem 
demonstrado em experimentos em animais. Outros mecanismos hipotéticos podem 
produzir outras propriedades bioquímicas, como inibir atividade enzimática e 
apresentar efeito antioxidante (ESTEVES e MONTEIRO, 2001). 
 
 
3.5.7. Compostos antioxidantes identificados da soja 
  
A Tabela 4 apresenta alguns compostos fenólicos reportados em grãos de 
cereais e produtos fermentados a base de cereais. 
 
Tabela 5. Compostos antioxidantes identificados em soja e fermentados de soja e 
arroz integral 




- Classe dos ácidos benzóicos; 
- Classificado no grupo dos taninos como 
tanino hidrolisável. Eficaz na proteção dos 
rins e apresenta poder antiviral contra 
(poliovírus, vírus herpes simples e vírus 





LU et al (2004); 






- Classe dos ácidos cinâmicos, classificado 
como ácido hidroxicinâmico; 
- Intermediário na biossíntese de lignina;  
- Efeito antioxidante; 
 
POMPEU (2007); 
OLTHOF et al (2001). 
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Composto fenólico Características e funções Referência 
 
 
- Inibe a carcinogênese, embora outros 
experimentos mostrarem efeito 
carcinogênico;  







- Classe dos ácidos cinâmicos; 
- A biossíntese do ácido ferrúlico se dá a 
partir da ação da enzima o-metil transferase 
sobre o ácido caféico; 
- Ácido ferúlico é um ácido hidroxicinâmico, 
um tipo de composto orgânico. É um 
fitoquímico fenólico abundante encontrado 
em componentes da parede celular de 
vegetais tais como arabinoxilanos como 











Sintetizado pelos organismos vivos a partir 
da fenilalanina. 
Pode ser incorporado em diferentes 
compostos fenólicos (ácido 4-cumárico, 
ácido caféico, ácido ferrúlico e ácido 
sinápico), os quais estão presentes na 
formação de ésteres.  
 
VERPOORTE et al 
(2007); 





A rutina é um bioflavonóide solúvel em 
metanol, também conhecida como Vitamina 
P. Importante para a absorção e atividade 
da vitamina C. 
Sua ação é de antifragilidade capilar, 
fortalecendo os capilares reduz os sintomas 
de hemofilia e previne edemas nas pernas. 
 
 
REVISTA ÉPOCA (1998) 
 
Miricetina Grupo dos flavonóis.  
Difere dos demais flavonóides pela 
presença do grupo hidroxílico (na posição 







Composto fenólico Características e funções Referência 
 
Sendo: R1=OH e R2=OH 
Quercitina 
 
Grupo dos flavonóis; 
Difere dos demais flavonóides pela 
presença do grupo hidroxílico (na posição 
3) e do grupo carbonílico (na posição 4) no 
anel C 
 
Sendo: R1=OH e R2=H 
 







Grupo dos flavonóis; 
Difere dos demais flavonóides pela 
presença do grupo hidroxílico (na posição 
3) e do grupo carbonílico (na posição 4) no 
anel C 
 





Ácido siríngico Ácido fenólico, classificado no grupo dos 
ácidos benzoicos (conhecido como 
substância conservante e antimicrobiano). 
 
R1=H; R2=R4=OCH; R3=OH 
 
RAMALHO e JORGE 
(2006) 
 
Ácido p-cumárico Ácido fenólico presente em grãos de soja.  
SOUZA FILHO, et al 




Composto fenólico Características e funções Referência 
 
 
Ainda são encontradas algumas enzimas como as fitase e proteases. A fitase 
(mio-inositol-hexaquifosfato fosfohidrolase) é uma enzima que catalisa a liberação 
do fosfato de fitato (mio-inositol hexaquifosfato), o qual é a principal forma de fósforo 
predominantemente ocorrendo em grãos de cereais, legumes e oleaginosas 
(PANDEY A., 2001). As fitases tem um grande valor no melhoramento e qualidade 
nutricional de ração para animais, aumentando a quantidade de fosfato disponível 
(PANDEY, 2001). De acordo com LIU et al. (1998), a fitase é naturalmente 
encontrada em cereais como arroz, trigo, milho, soja, feijão e outras leguminosas ou 
sementes oleaginosas. Ácido fítico é um componente encontrado nas plantas, 
sementes e cereais que possui de 60-90% de fósforo total armazenado (ZUO et al., 
2010). 
As proteases são uma das enzimas mais importantes, ev utilizados em 
diferentes indústrias, como de alimentos, têxtil, farmacêutica e de detergentes 
(NEGI, et al,2006) Os  fungos são bastante utilizados para a produção desta enzima. 
As proteases são enzimas extracelulares que podem ser produzido por fermentação 
submersa e tanto fermentação em estado sólido utilizando os fungos do gênero 




3.5.8. Patentes encontradas  em pesquisa 
 
A Tabela 6 apresenta algumas patentes protegidas relacionadas ao presente 





Tabela 6. Patentes protegidas relacionadas ao presente trabalho de pesquisa 
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KIERS et al, 
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As cepas de Rhizopus sp. utilizadas neste trabalho pertencem à micoteca dos 
Laboratório do Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da 
Universidade Federal do Paraná. A conservação destas cepas foi realizada em 
tubos inclinados contendo ágar batata dextrose, conservados à 4ªC, com repiques 
contínuos a cada três meses. São linhagens obtidas de coleções de cultura dos 
bancos de cepas NRRL (Northern Regional Research Laboratory), U.S. Department 
of Agriculture, Illinois - USA, e MUCL (Mycothèque de Universite Catolique de 
Louvain), Bélgica. A relação das espécies utilizadas neste trabalho está listada 
abaixo.  
 
 Linhagens de Rhizopus spp. utilizadas neste estudo 
 
Rhizopus LPB-R.01; Rhizopus LPB-R.02; Rhizopus LPB-R.03; Rhizopus 
LPB-R.04; Rhizopus LPB-R.05; Rhizopus LPB-R.06; Rhizopus LPB-R.07; 
Rhizopus LPB-R.08; Rhizopus LPB-R.09; Rhizopus LPB-R.10; Rhizopus LPB-
R.11; Rhizopus LPB-R.12; Rhizopus LPB-R.13;   Rhizopus LPB-R.14;   Rhizopus  
LPB-R. 15; Rhizopus  LPB-R.16;  Rhizopus LPB-R.17 
 
 
4.2. Substratos Utilizados para as Fermentações 
 
 Os seguintes substratos foram utilizados para teste do processo de 









Tabela 7. Substratos utilizados para fermentações 
Substratos Puros Substratos Combinados 
Arroz integral Arroz + Soja orgânica 
Arroz Misto 7 grãos Arroz Misto + Soja orgânica 
Aveia Aveia + Soja orgânica 
Cevada Cevada + Soja orgânica 
Milho Milho + Soja orgânica 
Trigo Trigo + Soja orgânica 
Bagaço de cana Bagaço de cana + Soja orgânica 
Farinha de Mandioca Farinha de Mandioca + Soja orgânica 
Farelo de Soja Farinha de Soja + Soja orgânica 
Soja orgânica   
 
Os produtos arroz integral, arroz misto 7 grãos, aveia, trigo, cevada milho, 
soja orgânica e farinha de mandioca,  foram adquiridos no comércio local da cidade 
de Curitiba, Paraná. O farelo de soja foi doado pela empresa INCOPA, bagaço de 
cana foi cedido por usinas sucroalcooleiras da região e soja orgânica, adquirida no 
mercado em grãos, provém da indústria Salet Ltda. Para os ensaios, os substratos 
puros descritos na Tabela 7 acima foram pesados (no total de 100 gramas), e 
quando misturados, foi utilizada a proporção 1:1. Após hidratação prévia (mantidos 
entre 12 e 16 horas em água acidificada), foram tratados termicamente em vapor 
fluente à 100ºC por 15 minutos. Posteriormente foram resfriados e inoculados com 
taxa de inoculação de 107 esporos/g (esporos por grama de substrato seco) de 
suspensões de esporos previamente produzidas com as cepas Rhizopus; Rhizopus - 
LPB-R.14; Rhizopus - LPB-R.06;  Rhizopus - LPB-R.04;  Rhizopus - LPB-R.05; 
Rhizopus - LPB-R.09,as quais foram escolhidas baseados nos melhores resultados 
de  5 melhores cepas a partir do screening feito anteriormente, utilizando a soja 
como substrato para a determinação da atividade antioxidante(%). Os substratos 
inoculados foram homogeneizados, transferidos para bandejas perfuradas e 
incubados em estufa bacteriológica para as fermentações até 72 horas de 
fermentação a 30°C. Amostras foram retiradas a cada 12 h de fermentação, a fim de 
verificar a produção de antioxidante, bem como, avaliar o melhor tempo de 
fermentação com máxima produção de antioxidantes. 
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As fermentações foram realizadas com a soja + outros substratos (arroz 
integral, arroz misto 7 grãos, milho, trigo, cevada, aveia, bagaço de cana, farelo de 
mandioca e farelo soja), sendo que uma delas foi realizada apenas com soja como 
controle para comparação como controle; a fermentação foi realizada em 30°C  na 
estufa bacteriológica da marca Fanem (modelo 502) e a fermentação teve duração 
de 48 horas. 
 
4.3. Representação esquemática das etapas do trabalho 
 


























Figura 7. Esquema das principais etapas do processo de fermentação utilizando 






4.4.  Preparo do Inóculo 
 
As cepas de Rhizopus sp. foram reativadas em tubos inclinados com ágar 
batata dextrose (PDA) por 5 dias a temperatura de 30°C. Depois foram transferidas 
para placas de Petri com o mesmo meio, e para que a superfície de produção de 
esporos fosse maior, já que objetivo era produzir uma grande quantidade de 
esporos. Após o crescimento do micélio e formação de esporos, a superfície de cada 
placa foi raspada com uma alça de platina e este micélio com esporos foi transferido 
para um frasco Erlemmeyer contendo 100 mL de água destilada esterilizada e tween 
80 a 0,1% com pérolas de vidro. Desta suspensão de esporos foram realizadas 
contagens em câmara de Neubauer em microscópio óptico Marca Micronal, modelo  
(Figura 8). Para cada amostra foram inoculados 107 esporos por grama de substrato 
seco A Figura 7 apresenta um esquema das principais etapas do preparo do inóculo. 
 











   Reativação           Rhizopus cresci - Suspensão de    Contagem na câmara 
  das cepas          mento em placa  esporos    de Neubauer 








A Figura 9 apresenta um fluxograma das etapas do preparo de substrato para 
fermentação da soja Glycine max orgânica. A metodologia apresentada  seguiu o 
item descrito anteriormente, sendo adaptada conforme o esquema da figura abaixo.  
 




Tanto as amostras de soja, quanto os substratos mistos foram deixados  uma 
noite submersos em água acidificada com ácido acético a 5% em água potável. 
Após 15-16 h foi removida a água dos grãos com auxílio de uma peneira, nos 
primeiros experimentos a soja foi descascada. Todos estes substratos foram 
submetidos a um tratamento térmico para o cozimento dos grãos e para a redução 
da carga microbiana contaminante (vapor fluente à 100ºC por 15 min), baseado em 
SHURTLEFF e AOYAGI (1950). 
Três testes preliminares de fermentação foram realizados: Fermentação de 
grãos de soja descascados, fermentação de soja com cascas e fermentação com 
soja moída, para avaliar a produção de substâncias com atividade antioxidante. 
 
          4.6. Seleção de Linhagens de Rhizopus spp. 
 
A partir das 17 cepas de fungos Rhizopus spp. foram  realizadas as 
fermentações no estado sólido em bandejas, com duração total de 72 h e utilizando 
grãos de soja e outros substratos como: arroz integral, mistura de arroz  ( 7 grãos), 
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aveia, cevada, bagaço de cana, farelo de soja, farinha de mandioca, milho e trigo. 
Foram escolhidos 5 cepas de Rhizopus: Rhizopus  LPB-R. 05  Rhizopus LPB-R. 06, 
Rhizopus LPB-R. 09, Rhizopus LPB-R. 04, Rhizopus LPB-R. 14, que foram 
analisado atividade antioxidante pelo método de DPPH das amostras retiradas a 
cada 12 h, no total de 72 hde fermentação. As melhores cepas produtoras de 
antioxidante Rhizopus LPB-R. 05 e Rhizopus LPB-R. 06 foram selecionadas para os 
ensaios posteriores. 
 
     4.7.  FES em Bandejas Tipo Peneira 
 
A FES dos grãos de soja por Rhizopus LPB-R. 05 foi feita em bandejas 
perfuradas. A FES foi conduzida em biorreator do tipo bandeja dentro de um 
dessecador, para garantir a manutenção da umidade relativa do ar saturada no 
ambiente de fermentação, e reduzir os riscos de contaminação que ocorrem quando 
as bandejas são fermentadas diretamente dentro da estufa. O primeiro estudo foi 
realizado com a linhagem Rhizopus LPB-R. 05, variando-se o ambiente de 
fermentação, comparando-se a FES em bandejas diretamente dentro de estufa 
bacteriológica (marca FANEM 420) com a FES conduzida em bandejas dentro de 
um dessecador e este incubado dentro da estufa bacteriológica. Além disto, foram 
testadas diferentes formas do preparo da amostra de soja: amostras de soja com 
casca, soja sem casca e com soja moída para as fermentações, a 30°C em 24 h de 
fermentação. 
As fermentações foram realizadas em bandejas perfuradas (tipo peneira) 
facilitando a aeração no fundo dos recipientes. As peneiras foram forradas na parte 
inferior e superior com papel alumínio perfurado previamente esterilizado a fim de 
assegurar a retenção da solução de esporos e a umidade de 60% requerida para o 
crescimento ótimo de fungos do gênero Rhizopus spp. 
Os primeiros testes foram realizados em dessecador com tampa e um orifício 
de 2 cm de diâmetro foi vedado com tampão de algodão, permitindo assim a troca 
gasosa. Para garantir a atmosfera úmida saturada no fundo do dessecador foi 
colocado 500 mL de água deionizada adicionada de algumas gotas de hipoclorito de 
sódio a fim de evitar crescimento microbiano durante o período das fermentações 
fúngicas. A água no fundo do dessecador tinha a função de garantir a saturação do 
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ar com umidade, que permite a manutenção da umidade ao longo da fermentação 
com pouca variação no teor de umidade. Um experimento comparativo à 
fermentação em dessecador foi conduzido em estufa bacteriológica, mantendo as 
mesmas condições de umidade e aeração, à 30°C, e pH mantido entre 6,5±0,2. 
Amostras foram retiradas a cada 12 horas ao longo do tempo de fermentação.  
 
4.8.  Fermentação Submersa (FSm) ou Líquida 
 
As amostras de soja, arroz integral, mistura de arroz (arroz 7 grãos), aveia, 
cevada, milho e trigo foram pesadas (10 gramas) de cada amostra, deixados de 
molho em água destilada  de 12 a 16 horas , com exceção do bagaço de cana, 
farelo de soja e farinha de mandioca. Após a trituração das amostras em 
liquidificador com 100 mL de água, separado a parte líquida do sólido com auxílio de 
um filtro de com pano de TNT, o volume foi completado com água deionizada até 
100 mL. Esses extratos foram autoclavados à 100ºC por 15 minutos (vapor fluente).  
Dez (10) gramas dos substratos bagaço de cana, farelo de soja e farinha de 
mandioca foram pesadas e a essas amostras foram adicionados 100 mL de água 
deionizada. A mistura foi, submetida ao tratamento térmico de 100ºC (vapor fluente) 
por 15 min., e o sobrenadante foi separado da parte sólida por filtração e o volume 
completado para 100 mL com água deionizada e novamente autoclavado (100ºC/15 
min.), em erlemmeyer de 250 mL.  
O inóculo consistiu em uma suspensão de esporos na concentração de 107 
esporos/mL e inoculados 10 mL em cada 100 mL de meio líquido (extratos aquosos 
dos substratos) previamente preparados na proporção de 10% p/v dos substratos 
em água.  
Após o resfriamento, o extratos líquidos foram inoculados e incubados a 30°C 
em agitador orbital de bancada do tipo shaker (marca Tecnal, modelo T-420) a 120 
rpm, por 96 h, da qual foram retirados 10 mL das amostras a cada 24 horas para 




4.9. Determinação da Atividade Antioxidante 
 
4.9.1. Extração dos produtos da fermentação 
4.9.1.1.   Influência da proporção de amostra fermentada e do tempo de 
extração na determinação da atividade antioxidante em FES 
 
Um planejamento experimental 22 (2 fatores, 2 níveis) e 3 pontos centrais 
(Tabela 8) foi elaborado para estudar a influência da amostra sólida fermentada e do 
tempo de extração na atividade antioxidante presente no extrato bruto clarificado. 
Para a realização deste planejamento, amostras fermentadas por Rhizopus foram 
pesadas conforme experimentos apresentados na Tabela 8 (1, 2 e 3 g), diluídas em 
25 mL de etanol P.A. à 70% v/v. A mistura foi submetida à agitação (extração sólido-
líquido) em agitador do tipo shaker (marca Tecnal, modelo- TE 420) à 200 rpm à 
temperatura ambiente. Este estudo foi baseado na metodologia descrita por TYUG 
et al., (2010).  
 
 
Tabela 8. Delineamento experimental 22 (2 fatores, 2 níveis) e 3 pontos centrais 
apresentando as variáveis independentes amostra (g) e tempo de extração (h) na 
resposta %de atividade antioxidante. Os valores -1, 0, +1 representam os níveis das 
variáveis codificadas e entre parênteses os valores decodificados. 
 
Experimento Amostra (g) Tempo de extração (h) 
1 +1 (3,0) +1 (2,0) 
2 +1 (3,0) -1 (1,0) 
3 -1 (1,0) +1 (2,0) 
4 -1 (1,0) -1 (1,0) 
5 (C) 0 (2,0) 0 (1,5) 
6 (C) 0 (2,0) 0 (1,5) 




4.9.1.2. Etapas posteriores à FSm 
 
Nas fermentações submersas (FSm), as amostras foram centrifugadas a 
1609xg por 10 minutos para a remoção da biomassa e o sobrenadante armazenado 
em frascos de vidros tampados, e refrigerados para as análises descritas a seguir. 
 
4.9.1.3. Extração sólido-líquido (FES) 
 
Baseando-se na metodologia descrita por TYUG et al., (2010), as amostras 
foram extraídas na proporção de (1:25 massa/volume), incubadas em agitador do 
tipo shaker e posteriormente filtradas. Para as amostras oriundas de fermentação no 
estado sólido (FES), foram feitas os extratos aquosos e alcóolicos conforme, 
descritas a seguir. As amostras foram pesadas (3,0 g da amostra fermentada) e 
adicionada em 25 mL de água ultra pura (extração aquosa) e outras 3,0 g de 
amostras em 25 mL de etanol 70% (extração alcoólica).. Antes das extrações das 
amostras foram macerados em gral com pistilo por aproximadamente 5 min. As 
amostras foram transferidas para frascos Erlenmeyers de 125 mL adicionando o 
volume adequado de solvente e submetidas à agitação de 120 rpm por 1 hora em 
agitador do tipo shaker (conforme os resultados estatísticos das melhores condições 
de extração demonstrados no item 5.2.1). Os extratos foram filtrados utilizando-se 
filtro (tecido TNT) e os filtrados recolhidos em tubos do tipo Falcon, os quais foram 
centrifugados a1609xg por 10 minutos. Os sobrenadantes foram armazenados em 
frascos de penicilina que foram tampados e armazenados à -18ºC (freezer 
comercial) para posterior análise de atividade antioxidante. 
 
4.9.2. Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método de DPPH 
 
Os extratos alcóolicos e aquosos das amostras dos fermentados foram feitos  
conforme descrito no item 4.9.1.3  
A atividade antioxidante foi determinada usando solução de DPPH com alto 
grau de pureza (1,1- difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), Sigma Aldrich) em solução 
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como radical livre. Foram dissolvidos 0,004 g de DPPH em 100 mL de metanol P.A. 
(Qeel e Alphatec), utilizado como reagente base para o preparo da curva padrão de 
BHA (butil hidroxianisol). O padrão BHA foi preparado a partir de uma solução 
estoque de concentração de 0,1 mg/mL e diluído nas concentrações de 0,02 a 1,00 
mg de BHA/mL. 4 mL da solução de DPPH foram utilizados. A partir dos resultados 
da curva padrão foi possível obter o valor de IC50 (índice que representa a 
concentração da substância antioxidante capaz de reduzir 50% dos radicais livres). 
O mesmo procedimento foi realizado com as amostras fermentadas. As leituras 
foram realizadas em espectrofotômetro à 517 nm (marca Spectrum, modelo UV-VIS-
spectrophotometer).  
A atividade antiradical livre é definida como a quantidade de antioxidante 
necessária para reduzir a concentração inicial de DPPH para 50% (IC50– 
concentração inibitória), seguindo a metodologia descrita por BRAND-WILLIANS et 
al. (1995) com algumas modificações, como: o volume de análise  de 1 mL de DPPH 
em 250 µL da amostra, analisadas em duplicata. 
Para o controle (branco) foi considerada a solução sem amostra, apenas com 
250 µL de etanol P.A. e as amostras foram analisadas nas diluições de 0,2 mL a 1,0 
mL (50; 100; 150; 200; 250 µL). Para cada amostra foi adicionado 1,0 mL de DPPH. 
A reação foi mantida na ausência de luz por 30 min., em temperatura ambiente. As 
leituras de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro a 517 nm (marca 
Spectrum (modelo UV-VIS-spectrofotometer).  
 
Os cálculos de % de inibição foram calculados da seguinte forma: 
 
 x 100 
 
Onde:  
Acontrole = absorbância do padrão DPPH (diluindo com etanol ou água) 
Aextrato = absorbância do padrão DPPH com o extrato da amostra (etanol ou 





E a partir dessas porcentagens (%) foi plotado um gráfico (ver ANEXOS) e   
gerada uma equação da reta para o cálculo de IC50. A atividade anti-radical livre 
(expressa como IC50) é definida como a quantidade de antioxidantes necessária 
para reduzir a concentração de DPPH inicial para 50%. Quanto maior o poder anti-
radical livre, mais eficiente é o  antioxidante (BRAND-WILLIANS et al.,1995). 
O índice IC50 é calculado através da equação gerada pelo gráfico, plotada 
através das porcentagens encontradas das diluições, e lida  no espectrofotômetro à 
517nm. 
 
4.9.3. Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método de ABTS 
 
O extrato das amostras fermentadas foi obtido conforme descrito no item 
4.9.1.3, e a atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo método do 
ABTS (2,2’-azinobis (ácido 3-etilbenzil-tiazolina-6-sulfônico) adaptado na 
metodologia descrita por RE et al. (1999). Foi utilizado reagente ABTS (Sigma). Uma 
solução estoque de ABTS em água destilada foi preparada na concentração de 7 
mM. O reagente persulfato de potássio foi adicionado para uma concentração final 
de 2,45 mM. Esta solução foi mantida a temperatura ambiente ao abrigo da luz, por 
mais de 16 h antes de ser utilizada nos ensaios. Este reagente foi armazenado à 
temperatura ambiente ao abrigo da luz, por no máximo 2 dias para uso em análise. 
Previamente ao uso, a solução estoque foi diluída com etanol absoluto até uma 
absorbância de 0,700, medida em um espectrofotômetro a 734 nm (marca 
Spectrum, modelo UV-VIS-espectrofotometer), em relação a um branco de água 
destilada.  
Uma metodologia para leitura da absorbância em microplaca descrita por 
GRUPTA (2008) para amostras de 5 µL em 250 µL de ABTS foi adaptada para uso 
de 195 µL de solução de ABTS em microplaca de 96 poços. Para isso, as amostras 
foram diluídas nas proporções de 10 µL, 30 µL e 50 µL, para um volume final de 50 
µL. A partir destas diluições, foram distribuídos 5 µL de cada amostra nos poços da 
microplaca, e em seguida  adicionados 195 µL de solução de ABTS. Esta técnica 
permitiu realizar uma leitura mais rápida à temperatura de 37°C. Foram 
determinadas leituras de absorbância em 1 minuto e 30 segundos, 4 minutos e 30 
segundos, e 6 minutos e 30 segundos, sob a comprimento de onda de 734 nm, em 
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relação a um branco de água destilada, em espectrofotômetro tipo leitor de ELISA 
(BioTek “Power Wave” XS), usando o programa KC Junior para a coleta dos dados.   
A atividade antioxidante foi determinada como % de inibição do ABTS em 
função da concentração dos extratos usando como referência uma curva padrão, 
elaborada com diferentes concentrações (0; 0,1; 0,5; 0,75 e 1,0 mM) de trolox® 
(ácido 2-carboxílico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano), um antioxidante sintético, 
com marca registrada por Hoffman LaRoche) adquirido da Sigma. 
A atividade antioxidante relativa foi obtida da seguinte forma: primeiramente, 
gráficos de % de inibição foram plotados em função da concentração dos 
extratos/padrões para cada tempo. Em seguida, a % de inibição o coeficiente 
angular (a derivada) destes gráficos por µL do antioxidante padrão foi plotado em 
função do tempo. A atividade antioxidante de cada extrato, relativa ao Trolox, foi 
calculada como a razão entre as áreas sob os gráficos (integrais): extrato/Trolox, 
para o intervalo de 30 segundos a 6 minutos e 30 segundos, esta razão é 
denominada TEAC (capacidade antioxidante equivalente a Trolox).  
Para realização desta metodologia a solução de ABTS deveria ter 
absorbância de 0,700. Para isso a solução de ABTS foi diluída em etanol P.A 
concentrado até obter a leitura no valor de 0,700 instantaneamente. Para uma 
melhor sincronização das reações, foi utilizada uma micropipeta multicanal para a 
adição do reagente ABTS nas microplacas. 
Os resultados foram estatisticamente comparados, aplicando-se ANOVA de 
uma via e pós-teste de Tuckey, para níveis de significância de 1% e 5% (p<0,01 e 
p<0,05). Esta análise foi realizada com o software Graphpad Prism 3.0. 
 
4.9.4. Determinação dos Compostos Fenólicos Totais pelo Método de 
Folin-Ciocaulteau 
 
Os extratos com as amostras foram obtidos conforme descrito no item 4.9.1.3 
 
Curva de calibração de ácido gálico: Os compostos fenólicos totais foram 
determinados pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocaulteau, conforme a 
metodologia descrita por (MILIAUSKAS et al., 2004). Uma solução-mãe de ácido 
gálico foi preparada com 50 mg em 100 mL de etanol P.A. A partir da solução-mãe 
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foram preparadas as diluições nas seguintes concentrações: 50, 100, 150, 200, 250, 
300, 350, 400, 450 e 500 µg/mL, 0,5mL destas diluições foram adicionados 2,5 mL 
do reagente Folin-Ciocaulteau (Sigma-Aldrich) a 10% v/v mantido em repouso por 5 
minutos, na ausência de luz à temperatura ambiente. Em seguida, foram 
adicionados 2 mL de solução de carbonato de potássio a 4% p/v, agitado e mantido 
por 2 horas em repouso ao abrigo da luz. As leituras de absorbância foram 
realizadas em espectrômetro a 740nm (marca Spectrum e modelo UV-VIS-
espectrofotometer) (SINGLETON, 1965; KROYER e HEGEDUS, 2001; MINUSSI, 
2003). 
Os compostos fenólicos totais dos extratos, em solução etanólica a 70% v/v e 
em solução aquosa, foram submetidos à reação colorimétrica de determinação de 
compostos fenólicos descrita por SWAIN e HILLS (1959), onde os compostos 
fenólicos presentes nas amostras reduzem o reagente de Folin-Ciocalteau formando 
um complexo azul de coloração intensa. 
As concentrações de compostos fenólicos em ácido gálico foram 
determinadas a partir de testes realizados com concentração inicial do extrato, 
respeitando o limite detectável da reação, estabelecido previamente pela curva de 
calibração do ácido gálico. As amostras foram diluídas em 1:2 e alíquotas de 0,5 mL 
do extrato foram adicionados de 2,5 mL de reagente aquoso de Folin-Ciocalteau a 
10%, e 2 mL de solução aquosa de carbonato de sódio 4%. Em seguida, foram 
mantidos em repouso por 2 horas e as amostras foram lidas em espectrofotômetro a 
740 nm (marca Spectrum modelo UV-VIS-espectrofotometer), utilizando metanol 
P.A. como branco. Cada amostra foi analisada em triplicata. O teor de fenóis foi 
expresso como equivalente de ácido gálico (GAE) em mg de ácido gálico por g de 
extrato, obtido a partir da aplicação da equação: 
 
GAE = C x V / m 
 
Onde GAE = equivalentes de ácido gálico em mg/g,  
C = concentração de ácido gálico em mg;  
V = volume de extrato usado no teste;  




4.9.5. Determinação da Atividade de Fitase 
 
Com o objetivo de se avaliar a redução do  ácido fítico  presente nos grãos de 
soja (ácido fítico), a atividade de fitase foi determinada durante a FES. O substrato 
fermentado por 72 h foi submetido ao processo de extração sólido-líquido para a 
recuperação da enzima fitase produzida conforme descrito abaixo: Pesou-se 5 g do 
fermentado utilizando água ultra pura com pH corrigido para 6,0 a 4°C, seguindo 
uma relação de extração de 1:10 (massa de meio fermentado (g) : volume de água 
ultra pura (mL). 
Os substratos fermentados adicionados de água foram macerados por 3 
minutos em gral, posteriormente filtrados em tecido TNT. O líquido filtrado foi 
centrifugado a 4500 x g por 15 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi recuperado 
(denominado extrato bruto enzimático), o qual foi mantido sob refrigeração (4ºC) . 
A determinação da atividade da fitase foi medida pela liberação de fósforo 
inorgânico de acordo com a metodologia descrita por HEINONEN e LAHTI, (1981) 
com algumas modificações conforme SPIER et al. (2009), expressa em U/gbs 
(unidade de atividade enzimática por grama de amostra na base seca). 350 μL de 
substrato (fitato de sódio a 2,5 mM (Sigma) em 0,2 M de tampão acetato de sódio, 
pH 5.0) foram previamente incubados a 50ºC por 5 minutos, e adicionada uma 
alíquota de 50 μL de enzima. A reação ocorreu em banho-maria à 50ºC por 30 
minutos. A reação enzimática foi interrompida com a adição de 1,5 mL de solução de 
AAM (10 mM de molibdato de amônio: 5N de H2SO4: acetona) na proporção 1:1:2, e 
por último 100 μL de ácido cítrico foi adicionado. Uma unidade de enzima (U) 
representa a liberação de 1 μmol de fosfato inorgânico por minuto. Todas as 
análises foram realizadas em triplicata e a leitura realizada em espectrofotômetro à 
355 nm (marca Spectrum  e modelo UV-VIS-espectrofotometer).  
 
 




4.9.6.1. Metodologia para extração da amostra 
 
A extração das enzimas de proteases foi feita segundo IKASARI e MITCHELL 
(1996), com algumas modificações. Três soluções-tampão foram preparadas 
(tampão citrato 0,1M, pH 5,0; tampão fosfato 0,1M, pH 6,0; tampão glicina (NaOH) 
0,1M, pH 4,0) e 1 solução de NaCl 2% pH 6,0 
As amostras foram preparadas nas proporções de 1:10, 2:10 e 3:10 g/mL  
com cada solução descrita. As amostras foram preparadas em temperatura 
ambiente para evitar a degradação térmica durante o processo de extração. 
As condições de extração foram previamente estudadas para a extração de 
proteases das amostras fermentadas sólidas. Desta forma, a solução de NaCl a 2% 
p/v ajustada para pH 6,0 foi  utilizada nas análises de determinação da atividade 
protease. 
As amostras foram pesadas, adicionadas as soluções preparadas nas 
proporções descritas e maceradas em um gral de porcelana com pistilo por 5 
minutos, até que uma amostra de trituração homogênea fosse obtida, em seguida, 
as amostras foram filtradas em um filtro (tecido TNT), refrigeradas e então 
centrifugadas a 5589xg, por 5 minutos (marca Cientec, modelo CT-6000).  
  
4.9.6.2. Determinação da Atividade Proteásica 
 
A atividade de protease foi determinada segundo a metodologia de HAMES-
KOCABA e UZEL (2007) modificada de TAKAMI et al (1989), onde 1 U de protease 
representa µg de tirosina liberada por minuto (dentro das condições padrão de 
teste). 
 
Preparo das soluções para análise 
O substrato recomendado para a reação da enzima é a caseína (Sigma), que 
foi preparada em solução contendo 1% p/v em solução de glicina (0,05M) e NaCl 
(0,05M), homogeneizado e ajustado o pH para 6,0, utilizando solução de NaOH 
(0,05M) sob agitação magnética até a completa homogeneização da solução. A 
solução de TCA (ácido tricloroacético) foi utilizada para interromper a reação 
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enzimática e preparada na concentração de 0,44 M. Uma solução de Folin 
Ciocaulteau: fenol: 1:3 em água (preparada no momento do uso). E solução de 
NaCO3 a 0,5M.    
A análise foi realizada pela mistura de 0,5 mL de solução de extrato 
enzimático com 2,5 mL de solução de caseína, incubada por 20 minutos a 30ºC em 
banho-maria. A reação foi interrompida pela adição de 2 mL de solução de TCA a 
0,44 M, e permaneceu em repouso por 10 minutos para então ser centrifugada a 
8048xg por 10 minutos. Alíquotas de 0,5 mL de sobrenadante foram misturadas com 
2,5 mL de NaCO3 e 0,5 mL de solução de Folin Ciocalteau de fenol. A mistura foi 
mantida durante 30 minutos à temperatura ambiente. A leitura foi realizada em 
espectrofotômetro a 660 nm (marca Spectrum e modelo UV-VIS-spectrofotometer). 
A atividade proteolítica ficou definida como U (1 unidade de atividade enzimática 
para cada 1 mg de tirosina liberada por minuto), foi determinada pela concentração 
de tirosina pela análise da curva padrão. O branco da enzima e substrato foi 
preparado contendo os mesmos volumes e reagentes, porém a enzima foi 
adicionada após a adição de TCA.  
 
4.9.7. Determinação de Isoflavonas 
 
A extração das isoflavonas foi realizada segundo a metodologia descrita por 
FUKUTAKE et al (1996), com algumas modificações. 1 g da amostra de soja 
fermentada foi pesada e triturada em gral e pistilo e desengordurada em 10 mL de n-
hexano por 30 minutos a 25°C. A suspensão foi centrifugada e separada do 
sobrenadante, permanecendo a temperatura ambiente para secagem. A amostra foi 
então submetida à extração com 10 mL de solução de metanol P.A. a 80% v/v 
durante 2 horas a 25°C, em seguida centrifugada. O sobrenadante foi filtrado em 
filtro de PVDF com 0,22 µm de porosidade e 13 mm de diâmetro. Sendo então 
submetidas à análise em cromatografia liquida (CLAE-FR). 
O extrato de soja com metanol foi analisado em cromatografia de alta 
eficiência em fase reversa como o descrito por ESAKI et al (1998). Foram injetados 
20 µL do extrato em HPLC (marca Varian, modelo Pro star), em coluna C18, 
detector PDA (Photodiode Array (PDA) Detector - (detector de arranjo fotodiodo)), 
fluxo de 2mL / minuto, eluição com gradiente consistindo de aumento linear de 20 a 
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80% de metanol em água e ácido acético (99:1), e detectado em absorbância de 
254nm. Foram utilizados como pradrões genisteína e daidzeína, pelo tempo de 
retenção, utilizando como base a curva padrão construída com 5 pontos com (R2= 
0,9662;  R2=0,9712 respectivamente). 
 
4.9.8. Determinação Indireta de Biomassa pela Quantificação de 
Ergosterol 
 
A biomassa foi determinada indiretamente pelo método de quantificação de 
ergosterol (componente da parede celular dos fungos) nas amostras fermentadas, e 
expresso em mg ergosterol por g de biomassa seca. Amostras fermentadas foram 
coletadas a cada 12 h até o tempo de fermentação de 72 horas. O método envolveu 
a extração de ergosterol com n-hexano e analisado em HPLC conforme SEITZ 
(1979) com algumas modificações. 
Esta metodologia foi realizada com 1 g de fermentado, 4 mL de etanol e 2 mL 
de NaOH 2 M incubadas em banho-maria a 70 ºC por 1 hora. Em seguida, 4 mL de 
HCl 1 M e 2 mL de 1 M KHCO3 e 4 mL de n-hexano foram adicionados. A mistura foi 
então agitada vigorosamente. As amostras foram centrifugadas a 4500 g por 5 
minutos e foram coletadas a fase superior (n-hexano). Após a adição de mais 4 mL 
de n-hexano, uma segunda centrifugação foi realizada a 4500 g por 3 minutos.Após, 
a adição de mais 2 mL de n-hexano, uma terceira centrifugação foi realizada em 
4500 g por 2 minutos.  
Todos os sobrenadantes (fase superior) foram armazenados em um 
recipiente ao abrigo da luz e aberto para a evaporação do solvente (n-hexano). Os 
extratos secos foram ressuspendidos em 1000 μL de álcool etílico, filtrados em 
membrana de PVDF com 0,22 µm de porosidade e 13 mm de diâmetro, e analisados 
em um HPLC Varian modelo Pro Star utilizando uma coluna C18 e detector de 
arranjo de diodos ajustado para 282 nm. Injetou-se 10 µL de amostra com o auxílio 
de uma seringa. As fases móveis empregadas foram metanol (0-3 minutos), 
acetonitrila (3-10 minutos) e metanol (10-15 minutos) todos com alto grau de pureza 
com taxa de fluxo de 1 mL / minuto.  
Como padrão, foi utilizada uma solução de ergosterol 95% (Fluka) com 1000 
µg / mL, com diluições de 500, 250 e 125 µg / mL. Este ensaio foi realizado para 
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determinar a concentração de ergosterol por g de biomassa seca. A biomassa foi 
cultivada em um meio de crescimento, lavada com água ultra pura, seca em estufa 
(dentro de um frasco contendo sílica-gel) e o teor de ergosterol foi determinado. A 
taxa de recuperação de extração do ergosterol foi também considerada neste 
ensaio. A porcentagem (%) de recuperação de concentração conhecida de 
ergosterol em uma dada amostra (amostra dopada) também foi determinada. O 
desempenho dessa metodologia também foi avaliado por SPIER et al (2010). 
 
4.9.9. Determinação de Açúcares  
 
Preparo da amostra 
O extrato foi preparado a partir de 3 gramas de amostra diluída em 25 mL de 
água ultra pura, macerado com auxílio de um gral e pistilo, mantido em agitação por 
1 hora. Em seguida, o conteúdo foi filtrado e centrifugado durante 10 minutos a 
1609xg. Os sobrenadantes foram então utilizados para a análise de açúcares totais 
e redutores. 
 
4.9.9.1. Determinação de Açúcares Totais  
 
Para a determinação de açúcares totais seguiu-se o método descrito por 
DUBOIS (1959). Em 0,5 mL do sobrenadante obtido na etapa anterior foi adicionado 
de 0,5 mL de fenol a 5% e 2,5 mL de ácido sulfúrico P.A. concentrado. Após o 
resfriamento da amostra, procedeu-se à leitura em espectrofotômetro a 490 nm 
(marca Spectrum e modelo UV-VIS- espectrofotometer). A curva de calibração foi 
obtida a partir da solução padrão de glicose P.A. a 0,01 g diluída na proporção de 
1:10, equivalente a 100 µg/mL de concentração final. Foram distribuídas alíquotas 
de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5 mL. Foram adicionados o fenol e ácido sulfúrico, 
homogeneizados e mantidos em repouso a temperatura ambiente por 20 minutos. 
Em seguida, realizou-se a leitura em espectrofotômetro a 490 nm. E os resultados 




4.9.9.2. Determinação de Açúcares Redutores 
 
A determinação de açúcares redutores foi realizada de acordo com o método 
descrito por MILLER (1959) utilizando-se o reativo DNS (3,5-ácido dinitrosalicílico- 
da Vetec). Para o preparo do reativo DNS utilizou-se solução de NaOH a 2 N, 2,5 g 
de DNS e 75 g de tartarato duplo de sódio e potássio. 
A curva de calibração foi preparada utilizando-se solução de glicose P.A. a 10 
mM. A partir desta solução foram preparadas 5 diluições em tubos de ensaio (de 0 a 
10 mM). 1,0 mL da amostra foi adicionada a 1,0 mL de DNS e incubados em 
ebulição em banho-maria por 5 minutos. Posteriormente os tubos foram retirados e 
resfriados. Em cada tubo foi adicionado 5 mL de água deionizada e homogeneizado. 
Procedeu-se a leitura em espectrofotômetro à 540 nm. 
As análises foram realizadas nas mesmas proporções para as amostras 0,5 
mL do extrato líquido previamente diluído foi adicionado em tubo de ensaio e 
adicionado 0,5 mL de DNS. A mistura foi incubada por 5 min em ebulição. Depois os 
tubos foram resfriados em banho de gelo e adicionados 5 mL de água deionizada. 
Procedeu-se a leitura em espectrofotômetro à 540 nm. E os resultados foram 
expressos em g/L. 
 
 
4.9.10. Identificação e Quantificação de Compostos Antioxidantes 
 
4.9.10.1. Preparo das amostras 
 
Amostras fermentadas (3 g) foram extraídas com 25 mL de etanol P.A. a 70% 
v/v em agitação por 1 hora. Após a extração, as amostras foram filtradas, 
centrifugadas e o sobrenadante filtrado em membranas de 0.22 μm (Millipore, 
Bedford, MA). 
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4.9.10.2. Identificação e quantificação por HPLC por arranjo de diodo 
 
A análise em cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) foi utilizada para 
quantificar de compostos fenólicos específicos presentes nos extratos dos 
fermentados. O sistema HPLC (marca Dionex, modelo Ultimate 3000 HPLC, Idstein, 
Germany) foi utilizado, equipado com uma bomba Ultimate 3000, compartimento 
amostrador em coluna Ultimate 3000, e um detector por arranjo de diodo Ultimate 
3000, e software Chromeleon para identificar e quantificar os compostos 
antioxidantes. A coluna de fase reversa Acclaim® 120, C18 5 m 120 A (4.6 mm x 
250 mm) foi utilizada para separar os compostos. A coluna foi mantida à 40ºC 
durante as análises, e a detecção foi realizada em 3 comprimentos de onda (280, 
320, e 370 nm). O volume de injeção de amostra foi 10 L. A fase móvel (A) 
consistiu em água acidificada com 1% v/v de ácido fosfórico e a fase (B) com 
metanol. A eluição dos compostos foi realizada com um gradiente entre as fases 
móveis. O gradiente seguiu as seguintes proporções: 0-15 % B em 2 min, 15-25 % B 
em 5 min, 25-30 % B em 10 min, 30-35 % B em 15 min, 35-50 % B em 25 min, 50-60 
% B em 30 min, 60-80 % B em 35 min, 80-100 % B em 45 min e 100-5 % B em 60 
min. Um fluxo da fase móvel de 1.0 mL/min foi utilizado. Padrões de ácido gálico, 
catequina, ácido siríngico, ácido caféico, ácido p-cumárico, ácido ferrúlico, rutina, 
miricetina, ácido trans-cinâmico, quercetina e caempferol foram utilizados para obter 
a curva padrão dos compostos. Soluções estoque de todos os padrões foram 
preparadas em metanol e as curvas de calibração foram obtidas a partir das injeções 
em pelo menos 5 concentrações. Para as analises em HPLC, os compostos foram 
identificados pela comparação dos tempos de retenção com os tempos dos padrões. 
Nas condições utilizadas os padrões apresentaram os seguintes tempos de 
retenção (min): 
Padrão de ácido gálico: 6,83min; ácido ferrúlico; 20,07min; rutina: 25,027min; 
trâns-cinâmico: 32,403min; campferol:37,083 min. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1. Seleção de microrganismos e substratos para produção de 
substâncias com ação antioxidante 
 
A partir de 17 cepas de Rhizopus spp. foram selecionados os melhores 
produtores de substâncias com atividade antioxidante, através das fermentações 
(FES) utilizando como substrato grãos de soja. As linhagens selecionadas foram 
utilizadas nos estudos posteriores conforme apresentados anteriormente no item 
Materiais e Métodos 
Todas as cepas apresentaram produções de antioxidantes, comparado com o 
teor de antioxidantes encontrado nos grãos de soja (29,11%). A Tabela 9 apresenta 
os resultados de atividade antioxidante em IC50 (mg/mL), de produção de 
antioxidante de soja fermentada com Rhizopus em 36 h de fermentação, pois após 
este períodoocorria a formação de esporosnos fermentados.. 
Na Tabela 9 estão apresentados os resultados dos cálculos das porcentagens 
de atividades antioxidantes pela média das leituras de absorbâncias obtidos no 
espectrofotômetro, realizado pelo método de DPPH. T0 representa a amostra no 

















Tabela.9. Atividade antioxidante da fermentação de diferentes cepas de diferentes 
extratos para seleção de linhagens de Rhizopus. 
 Atividade antioxidante (%) 






T0 (tempo inicial) 29,11 - 265,75 
Rhizopus - LPB- R.17 56,17 - 141,64 
Rhizopus - LPB- R.11 61,00 - 91,60 
Rhizopus - LPB- R.15 62,19 - 125,66 
Rhizopus  - LPB-R.02 68,24 - 78,87 
Rhizopus - LPB-R.01 70,71 - 110,56 
Rhizopus - LPB- R.10 72,02 - 105,16 
Rhizopus - LPB- R. 16 72,05 - 109,23 
Rhizopus - LPB- R.07 73,27 - 115,22 
Rhizopus - LPB-R.03 74,16 - 99,87 
Rhizopus - LPB- R.12 76,73 - 80,92 
Rhizopus - LPB- R.14 79,74 83,73 92,14 
Rhizopus - LPB- R.08 79,32 - 100,02 
Rhizopus - LPB- R.09 79,04 88,86 85,58 
Rhizopus - LPB- R.06 80,31 74,77 71,91 
Rhizopus - LPB-R.04 80,85  82,67 77,90 
Rhizopus - LPB-R.05 82,30 82,78 87,85 
Rhizopus - LPB- R.13 82,44 73,78 93,22 
T0 – tempo antes da fermentação. IC50: resultados obtidos da extração com etanol 
 
 As cepas que apresentaram maior capacidade de produção de 
substâncias com ação antioxidante foram Rhizopus LPB-R.06 (80,31%), Rhizopus 
LPB-R.04 (80,85%), Rhizopus LPB-R.13 (82,44%), Rhizopus LPB-R.05 (82,30%) e 
Rhizopus LPB-R.09 (79,04%), obtidos pela extração com etanol 70%. 
 Apesar da amostra de Rhizopus LPB-R.14 ter um resultado um pouco abaixo 
nesta extração do que o resultado da amostra de Rhizopus LPB-R.13 (73,78% 
extração com água),  os  resultado do Rhizopus LPB-R.14 o cálculo do IC50 ficou um 
pouco melhor, e ainda os resultados da extração com água ultrapura foi melhor 
(83,73%), por isto para as etapas seguintes foram escolhidos : Rhizopus LPB-R.04, 
Rhizopus LPB-R.05, Rhizopus LPB-R.06, Rhizopus LPB-R.09, Rhizopus LPB-R.14.  
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IC50 é a concentração inibitória, significa a quantidade de antioxidante 




5.2. Fermentação com o fungo Rhizopus para verificar a influência da 
extração 
 
5.2.1. Influência da extração das amostras fermentadas 
Os resultados da influência da extração de diferentes proporções de amostra 
fermentada dos extratos com solução alcóolica, bem como o tempo de extração em 
agitador do tipo shaker (Tecnal modelo TE 420) para atividade antioxidante. 
A Tabela 10 apresenta a variável resposta expressa em atividade antioxidante 
(%), determinado pelo método de DPPH, obtidos do delineamento experimental 22 (2 
fatores, 2 níveis) e 3 pontos centrais com as variáveis independentes do tamanho da 
amostra (g) e tempo de extração (h). 
 
Tabela 10. Resultados do delineamento experimental para o estudo da influência da 
extração de compostos antioxidantes da amostra fermentada na % de atividade 
antioxidante. Variáveis: proporção de amostra (g) e tempo de extração (h) para a 
resposta atividade antioxidante. 
 Variáveis Independentes Variável Resposta 
Experimento Amostra (g) Tempo de extração (h) Atividade Antioxidante 
(%) 
1 3,0 2,0 83,5 
2 3,0 1,0 83,0 
3 1,0 2,0 41,0 
4 1,0 1,0 40,5 
5 2,0 1,5 51,5 
6 2,0 1,5 52,5 
7 2,0 1,5 52,0 
 
Os resultados apresentados na Tabela 10 mostram que as maiores % de 
atividades antioxidantes foram observadas nos experimentos 1 e 2, utilzando 3 g de 
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amostra fermentada, e 1h ou 2h  de extração (1,0, 1,5 ou 2 horas). Conforme a 
Tabela 10 dos efeitos estimados obtidos na análise estatística (Anova) indicam que 
a variável amostra (g) apresenta diferença significativa (0,011172*, ou seja, p<0,05) 
na atividade antioxidante. Já o tempo de extração (h) não apresentou diferença 
significativa na atividade antioxidante dos extratos. Esse estudo indica que o tempo 
de extração estudado não influenciou no aumento ou na diminuição da extração dos 
compostos antioxidantes das amostras fermentadas. Esse estudo auxiliou na 
padronização do processo de extração sólido-líquido do presente trabalho de 
pesquisa. Assim, as extrações passaram a ser realizadas utilizando-se 3 g de 
amostra fermentada extraídas em 25 mL de etanol P.A. à 70% v/v por 1 hora de 
agitação. 
A Figura 10 mostra a imagem dos sobrenadantes das amostras fernentadas 
em FES em diferentes tempos de fermentação.  
 
Figura 10. Imagem dos sobrenadantes obtidos a partir dos extratos alcoólico das 
amostras fermentadas FES. Em cada frasco estão as amostras de 12h, 24h, 36h, 
48h, 60h e 72h de fermentação, respectivamente. 
 
 
Os resultados mostraram que o tempo de extração não apresentou diferença 
significativa nos resultados, enquanto que,  quanto maior a quantidade de amostra, 
melhor foi o  resultado da extração, com valores de atividade antioxidante em torno 
de  85%. 
Mesmo macerando a amostra antes de levar ao shaker, o melhor resultado 
obtido no planejamento experimental foi com maior quantidade de amostra em 
menor tempo sob agitação em shaker de bancada (marca Tecnal, mod. TE420) a 




5.2.2. Produção de Antioxidantes em FES de Grãos de Soja por Rhizopus 
LPB-R.05 
 
A Figura 11 mostra a imagem da fermentação no estado sólido (FES) 
conduzida em bandejas acondicionadas dentro de um dessecador e incubada dentro 
da  estufa bacterilogica à 30°C. 
 
Figura 11. Dessecador (A) e bandeja com FES de; Rhizopus sp.- LPB-R.05. (B) 
Imagem da FES de 36 horas em grãos de soja pela mesma linhagem fúngica. 
. 
 
Os resultados da atividade antioxidante do fermentado por Rhizopus LPB-
R.05 em FES realizado dentro do dessecador na estufa bacteriológica para manter a 
temperatura, foram feitas as extrações alcoólicas e aquosas. Dentre os 
experimentos realizados, o melhor resultado de IC50 foi de 101,2 mg/mL obtido 
utilizando grãos de soja moída com casca com extração etanólica. Este dado 
significa que são necessárias 101,2 mg desta amostra fermentada (na base úmida) 
para reduzir 50% dos radicais livres analisados pelo  método de DPPH. O segundo 
melhor resultado foi na mesma condição de fermentação porém a extração  aquosa, 





A B A B 
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Figura 12. Resultados de concentração inibitória (IC50, em mg/mL) das amostras 
fermentadas por  Rhizopus sp.- LPB-R.05 em grãos de soja conduzidas em bandejas 
dentro de dessecador incubado em estufa bacteriológica. 
 
 
Já a Figura 13 mostra que as FES conduzidas em bandejas colocadas 
diretamente dentro da estufa bacteriológica, apresentaram melhores resultados de 
atividade antioxidante quando comparados aos resultados apresentados na Figura 
12 (FES em dessecador dentro da estufa). O melhor resultado foi obtido utilizando 













Figura 13. Resultados de concentração inibitória (IC50, em mg/mL) das amostras 
fermentadas por  Rhizopus sp.- LPB-R.05 em grãos de soja conduzidas em bandejas 
incubadas em estufa bacteriológica. 
 
 
Visualizando os resultados apresentados no gráfico da figura 13 observa-se 
maior eficiência da atividade antioxidante quando a extração foi feita com etanol, 
com o resultado de IC50 63,8mg/mL, e o melhor resultado obtido (pela extração com 
água foi de IC50 94,3mg/mL. 
A partir deste experimento concluiu-se que as FES conduzidas em bandejas 
diretamente em estufa resultaram em melhor produção de atividade antioxidante por 
Rhizopus LPB-R.05 Sendo assim, foi definido que para os estudos posteriores de 
FES  seriam utilizados grãos de soja moída com casca para a seleção das melhores 
linhagens produtoras de substâncias bioativas com ação antioxidante. As 
fermentações seriam realizadas em bandejas com o substrato sólido diretamente 
dentro da estufa bacteriológica anexas a recipientes de água para manter a umidade 
dentro da estufa, como acontece com a umidade dentro do dessecador. 
.  
5.2.3. Resultados da Produção de Fitase por linhagens de Rhizopus sp.  
  
A Figura 14 abaixo apresenta os resultados da atividade de fitase das 
amostras fermentadas bem como o incremento de atividade de fitase durante as 
82 
 
FES por 17 linhagens de Rhizopus spp. em grãos de soja como substrato. É 
importante salientar que a atividade fitásica demonstra possível degradação do fator 
antinutricional ácido fítico presente em grãos de cereais como a soja. 
 
 
Figura 14. Atividade de fitase (U/gbs) e o incremento da atividade de fitase em FES 
por linhagens de Rhizopus spp. em grãos de soja como substrato. 
 
  
Os fermentados de soja com Rhizopus apresentaram incremento na atividade 
de fitase que variaram entre 13,7 U/gbs e 52,7 U/gbs. A melhor linhagem produtora 
de fitase foi Rhizopus LPB-R.14 atingindo a produção de 58,70 U/gbs, porém 
descontando a atividade no tempo 0 horas de fermentação (6,01 U/gbs) o 
incremento da atividade de fitase durante 72 hde fermentação foi de 52,7 U/gbs. 
Portanto, a linhagem Rhizopus LPB-R.14 apresentou maior capacidade de produção 
de fitase. Isso pode ser observado pelo maior valor obtido de incremento de 
atividade de fitase durante a FES (Figura 14). Desta forma, maior foi a capacidade 
desta linhagem em degradar o antinutriente (ácido fítico), biodisponibilizando 
proteínas, minerais além da liberação de fósforo inorgânico. Em segundo lugar a 
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linhagem Rhizopus LPB-R.06 com produção de 49,7 U/gbs, seguida por Rhizopus 
LPB-R.08 com 47,2 U/gbs. Em quarto e quinto lugares, respectivamente, as 
linhagens Rhizopus LPB-R.02 e LPB-R.07, com produções de 46,4 e 45,1 U/gbs.  
 Os resultados da produção de fitase por FES já reportados na literatura 
estão apresentados na Tabela 11 e compara as produções alcançadas na literatura 
utilizando o mesmo processo de fermentação (FES) com os obtidos no presente 
trabalho. 
 
Tabela 11. Produção de fitases fúngicas por FES 
* (U/gbs) = Unidades por grama em base seca. 
 
Segundo RAMACHANDRAN et al (2005) a linhagem de R. oryzae NRRL 1891 
produziu 30,1 U/gbs de fitase em torta de coco. Este estudo não apresentou o uso 
de soja ou torta de soja para fermentação de Rhizopus objetivando a produção de 
fitase para comparação com resultados desta dissertação. Segundo Spier et 
al.(2011) utilizando polpa cítrica mais farelo de soja, fermentando com  o fungo 
aspergillus ficum obteve a produção de 26 U/gbs, e CHANTASARTRASAMEE et al. 
Utilizando soja e arroz como substrato e  com o fungo Aspergillus oryzae conseguiu 






Aspergillus niger FS3 Polpa cítrica 93 SPIER et al. (2011) 
A. ficcum 
Polpa cítrica + 
farelo soja 
26 SPIER et al (2008) 




73 ESAKKIRAJ et al. (2010) 
Malbranchea sulfurea Farelo de trigo 2,84 EL-GINDY et al. (2009) 
A. niveus Farelo de milho 3,4 EL-GINDY et al. (2009) 
A. oryzae Soja e arroz 16 CHANTASARTRASAMEE et al. (2005) 




14,29 SABU et al. (2002) 
R. oryzae NRRL 1891 Torta de coco 30,1 RAMACHANDRAN et al. (2005) 
Rhizopus LPB-R.14 Soja 52.7 Neste presente trabalho 
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(52,7 U/gbs), foram superiores que os resultados obtidos por outros autores 
utilizando o resíduo de soja. 
 
5.2.4. Resultados da Produção de Proteases durante a FES por 
linhagens de Rhizopus  
 
As análises de proteases foram realizadas em fermentações com as 17 cepas 
de Rhizopus, com substratos de soja. O melhor tampão para extração de protease 
foi NaCl 2% com pH 6,0, que foram utilizados nestas análises. O gráfico da Figura 
15 apresenta os resultados da produção de proteases por linhagens de Rhizopus 
spp. Como observado, as produções de proteases variaram de 7,9 a 20,1 U/gbs 
 
Figura 15. Resultados da atividade proteásica nas FES por Rhizopus em grãos de 
soja como substrato 
 
 
A atividade de proteases no tempo inicial de fermentação (o h) foi equivalente 
a 0,0 U/gbs. A maior produção de proteases foi alcançada pela linhagem Rhizopus 
LPB-R.07 (20,1 U/gbs) seguido de Rhizopus LPB-R.05 (18,2 U/gbs) e por Rhizopus 
LPB-R.02 (15,0 U/gbs). Os resultados de atividade de protease aqui apresentados 
são real incrementos de atividade de proteases durante a FES. É possível sugerir 
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que as atividades de proteases determinadas foram sintetizadas pelas linhagens 
fúngicas durante o processo de FES em grãos de soja como substrato em 72 horas 
de fermentação. 
 A tabela 12 reporta atividades de proteases fúngicas de vários trabalhos da 
literatura, comparado com o resultado obtido neste presente trabalho. 
 
Tabela 12. Produção de proteases fúngicas por FES relatadas na literatura 
   
WANG et al. (1974), utilizando o fungo Rhizopus oligosporus NRRL 2710 e   o  
substrato de soja produziu 25 U/gbs, enquanto neste trabalho foi produzido 
20,1U/gbs com mesmo substrato e com Rhizopus LPB-R.07. Significa que o 
resultado obtido neste trabalho foi significativo, produzindo valores próximos ao 
reportado por WANG et al (1974).  
 
5.2.5. Seleção do Melhor Substrato para a Produção de Antioxidante  
 
Os substratos utilizados nesta pesquisa foram: a soja, arroz integral, mistura 
de arroz integral (arroz 7 grãos), aveia, bagaço de cana, cevada, farelo de soja, 
farinha de mandioca, milho e trigo. Estes substratos foram utilizados nas  
fermentações (FES) com cinco linhagens de fungos selecionadas nas fermentações 
anteriores: Rhizopus LPB-R.09, Rhizopus LPB-R.05, Rhizopus LPB-R.06, Rhizopus 








270 CASTRO (2009) 
Rhizopus oligosporus Arroz 14,9 
IKASARI e MITCHELL 
(1996) 
Rhizopus oligosporus M 30 
Mel de 
soja 
15,6 IRFAN, et al.(2011) 
Rhizopus arrhizus M26 
Mel de 
girassol 
13,6 IRFAN,et al.(2011) 
Rhizopus oligosporus NRRL 2710 Soja 25,0 WANG,et al.(1974) 
M. dispersus NRRL 3103 Soja 113,8 WANG,et al.(1974) 
 Rhizopus sp.- LPB-R.07 Soja 20,1 Neste presente trabalho 
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antioxidante. Dos substratos utilizados que apresentaram maior capacidade de 
produção de substâncias antioxidantes, foram realizadas cinéticas do processo 
fermentativo para verificar o melhor tempo de produção do antioxidante e 
consequentemente a maior produção. 
 
5.2.6. Avaliação da Mistura de Cereais na Produção de Substâncias 
Antioxidantes por FES utilizando Cepas de Rhizopus Pré-selecionadas 
 
A Tabela 13 apresenta os resultados das amostras determinados pelo método 
de DPPH, o resultado dado em IC50 (mg/mL), das amostras fermentadas (FES) com 
mistura de soja com diferentes substratos, utilizando linhagens de Rhizopus LPB-
R.09, Rhizopus LPB-R.05, Rhizopus LPB-R.06, Rhizopus LPB-R.04, Rhizopus LPB-
R.14 . Estes fermentadas foram extraídas com etanol a 70% e água ultrapura.  
 
Tabela 13. Resultados de IC50 mg/mL do extrato com etanol 70% e água de 
amostras fermentadas em FES com diferentes substratos utilizando diferentes 
linhagens de Rhizopus. . 











LPB-R.14   
Soja 
Etanol 60 75 85 111 52 
 Água 90 108 107 109 110 
Soja + Mistura 
de arroz 7grãos 
Etanol 68 25 25 55 72 
Água 110 85 94 85 57 
Soja + Arroz 
integral 
Etanol 46 28 48 60 56 
água 81 82 82 67 68 
Soja + Milho 
álcool 74 33 33 63 81 
água 62 84 84 88 118 
Soja + Cevada 
álcool 75 73 57 62 70 
água 120 81 105 102 72 
Soja + Trigo 
álcool 75 63 50 58 68 
água 99 103 108 77 35 
Soja + Bagaço 
de Cana 
álcool 128 64 106 64 108 
água 110 93 96 110 74 
Soja + Farelo de álcool 84 53 37 59 136 
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LPB-R.14   
Soja água 82 97 86 91 93 
Soja + Farinha 
de Mandioca 
álcool 161 97 167 135 137 
água 325 209 231 251 251 
Soja + Aveia 
álcool 84 83 60 117 140 
água 169 99 119 129 130 
BHA = 0,44mg/ml 
 
Na tabela 13 está apresentados os resultados das fermentações com 
diferentes cepas e substratos, onde podemos notar que os melhores resultados 
foram obtidos com as cepas Rhizopus LPB-R.05 e LPB-R.06 com o substrato misto. 
O gráfico da Figura 16 mostra a comparação dos resultados da FES com 5 cepas: 
Rhizopus LPB-R.09, Rhizopus LPB-R.05, Rhizopus LPB-R.06, Rhizopus LPB-R.04, 
Rhizopus LPB-R.14 , utilizando-se mistura de soja com diferentes substratos. 
Considerando as 5 cepas testadas, com diferentes substratos, as maiores 
produtoras de substâncias antioxidantes foram encontradas com fermentações com 
os substratos: soja misturada com arroz integral, soja + mistura de arroz 7 grãos e 
soja + milho . A cepa Rhizopus LPB-R05, apresentou melhores resultados de IC50 
(25 mg/mL em soja + arroz 7 grãos; 28 mg/mL em soja + arroz integral e 33 mg/mL 
em soja + milho), e o segundo melhor resultado  foi encontrado com a cepa 
Rhizopus LPB-R.06 (IC50: 25 mg/mL em soja + mistura de arroz (7 grãos); 33 mg/mL 
em soja + milho e 48 mg/mL em soja + arroz integral). A melhor produção 
apresentou aproximadamente 33% a mais da produtividade de atividade 
antioxidante com a fermentação conduzida com apenas soja como substrato. Desta 
fermentação foram selecionadas as 2 melhores linhagens (Rhizopus LPB-R.05 e 
Rhizopus LPB-R.06) para a próxima etapa de FES e FSm, para verificar se os 
substratos fermentados  isoladamente também eram adequados para a produção de 
substâncias com atividade antioxidante. 
 As extrações alcóolicas realizadas apresentaram os melhores resultados de 







Figura 16. Comparação da FES com 5 linhagens selecionadas de Rhizopus sp. em 
diferentes substratos. 
 .  
No processo de FES utilizando-se substratos mistos o melhor resultado foi 
obtido com soja + mistura de arroz (7 grãos). Como a mistura de arroz (arroz 7 
grãos) tem um custo mais elevado, para as próximas etapas foram definidos os 
estudos utilizando-se as misturas soja + arroz integral e mistura soja + milho,  
utilizando as cepas selecionadas Rhizopus LPB-R.05 e Rhizopus LPB-R.06. Essas 
duas cepas são linhagens utilizadas na produção de tempeh, como a finalidade 
deste trabalho, é para fins alimentícios ou cosméticos, foram utilizadas as mesmas 
cepas. 
 
5.2.7. Fermentação no Estado Sólido (FES) com Diferentes Substratos 
 
Nesta etapa foram escolhidas duas cepas: Rhizopus LPB-R.05 e Rhizopus 
LPB-R.06, para realização desta fermentação com substratos isolados, para verificar 
a produção de substâncias com atividade antioxidante comparando-os com os 
resultados obtidos de fermentado com substratos mistos. A figura 17 apresenta os 
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resultados de atividade antioxidante (IC50) pelas linhagens Rhizopus LPB-R.05 e 
Rhizopus LPB-R.06. 
Figura 17.  A atividade antioxidante analisado pelo método de DPPH expressa em 
(índice IC50 em mg/ml ) de extratos obtidos pelas linhagens Rhizopus LPB-R.05 e 
Rhizopus LPB-R.06 em FES 
 
 
Tinicial = atividade antioxidante do substrato não fermentado 
 
 
A Figura 17 mostra que alguns substratos como soja, milho e farinha de 
mandioca fermentados isoladamente apresentaram resultados promissores em 
relação com substratos mistos com soja. Mostra também que todos os substratos 
não fermentados apresentaram um pouco de atividade, apesar de alguns serem 
pouco significativos. Os resultados da FES pela cepa Rhizopus LPB-R.06 
apresentaram melhores resultados em soja com (IC50: 40,34 mg/mL); farinha de 
mandioca (IC50: 41,57 mg/mL) e milho (IC50: 42,88 mg/mL); e Rhizopus LPB-R.05  
com milho (IC50: 44,62 mg/mL). O pior resultado foi obtido com bagaço de cana 
utilizado como substrato para a FES, visando aumentar a aeração, quando utilizado 
outros substratos, evitando a compactação e aumentando a superfície de contato do 
fungo com o substrato. 
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WANG et al. (2007) encontraram atividade antioxidante em fermentado de  
Douchi (fermentado de soja com sal) com aspergillus oryzae, equivalente ao índice 
IC50 14,7µg/mL, sendo este o valor citado foi superior aos obtidos neste estudo que 
o melhor resultado foi de soja com IC50 40,3mg/mL. 
ESAKI, et al. (2001), encontrou IC50 de 50 mg/100g de matéria seca em 
tempeh com soja fermentado com Rhizopus oligosporus IFO32002 e 32003, em 
fermentação de 4 dias. 
 
5.2.8. Estudo de Fermentação Submersa (FSm) com Extratos aquoso de 
diferentes Substratos  
 
A Figura 18 apresenta a imagem das fermentações submersas (FSm) de 
extrato aquoso de soja conduzidas em frascos Erlenmeyer por Rhizopus LPB-R.05 , 
sendo A) extrato aquoso da soja, B) fermentação 24 h e C) fermentação 72 h. 
 
Figura 18. Imagem das FSm por Rhizopus LPB-R.05  A) extrato aquoso de soja; (B) 




Como pode ser observado na Figura 17, os resultados das atividades 
antioxidantes expressa em IC50 das FSm apresentaram bons resultados quando 
comparados aos índices IC50 das FES, porém os tempos de fermentações para se 
obter maiores atividades antioxidantes são maiores em FSm do que os tempos de 
FES, mesmo apresentando valores melhores a fermentação sólida é mais rápida na 
produção de antioxidante, geralmente de 24 a 48 h de fermentação, entretanto a 
C A B 
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fermentação liquida,  apresenta boa produção de antioxidantes  a partir das 96h, e 
para os substratos de soja, aveia, cevada e trigo, aos 48h já havia uma boa 
produtividade. 
Na figura 19 está representada os resultados obtidos pela FES e FSm, em 
diferentes substratos utilizados com diferente linhagens de fungos utilizados neste 
trabalho. 
 
Figura 19. Produção de atividade antioxidante expressa em IC50 de  FES (48 h de 
fermentação) e FSm (96 h de fermentação) pelas linhagens de Rhizopus LPB-R.05 e 
Rhizopus LPB-R.06 utilizando diferentes substratos. 
 
  
Verifica-se que nos dois processos fermentativos (FES e FSm) teve uma 
produtividade com valores  consideráveis. A FSm apresenta melhores  resultados de 
atividade antioxidante embora a produção ocorra em tempo de fermentação 
superiores (os resultados acima referem-se a 96 horas de fermentação) quando 
comparada aos estudos em FES com fermentação de 48h, (resultados são 
expressos em IC50). No processo de FSm, praticamente não houve esporulação 
fúngica devido ao crescimento do fungo ocorrer em meio líquido durante o tempo do 
processo, já na FES, após 30 h de fermentação já começa ocorrer a esporulação.  
As FSm realizadas apresentaram bons resultados quando comparados aos 
resultados obtidos pelo processo de FES (Figura 19). O maior incremento de 
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produção de compostos com ação antioxidantes foi obtido em FSm com a linhagem 
Rhizopus LPB-R.06 com os seguintes substratos: soja (IC50 21,6 mg/mL), aveia ( 
IC50: 24,2mg/mL), milho (IC50 25,1mg/mL). Mesmo nas fermentações FES utilizando 
substratos separadamente, os melhores resultados foram obtidos com soja (IC50 
38,68 mg/mL), arroz mistura (7 grãos) (IC50 45,1 mg/mL) por Rhizopus LPB-R.05  e 
milho (IC50 42,9 mg/mL) com Rhizopus LPB-R.06.  
LEE et al.  (2008) obtiveram uma atividade antioxidante equivalente a IC50 de 
3,83 mg/mL em extrato aquoso de soja fermentada por 7 dias à 25ºC  com 
Monascus MFS-31499. Como pode ser observado este valor referenciado é superior 
quando comparado com o melhor valor obtido neste trabalho (IC50 de 21,8 mg/mL) 
em fermentado de soja utilizando a cepa Rhizopus LPB-R.06 , entretanto os valores 
obtidos neste trabalho também se mostram promissores. 
Os resultados da FSm foram satisfatórios quando comparados aos resultados 
de IC50 das FES obtidos anteriormente. Nas FSm os melhores resultados da 
atividade antioxidante (índice IC50) foram alcançados pela linhagem Rhizopus LPB-
R.06  (IC50:  21,59 mg/mL), utilizando soja como substrato. O segundo melhor 
resultado foi obtido com milho (IC50: 24,23 mg/mL) e o terceiro melhor resultado 
obtido com aveia (IC50: 5,93 mg/mL), ambos obtidos com a mesma linhagem. Apesar 
de algumas linhagens terem crescido mais lentamente nas FSm líquidas, os 
resultados das atividades antioxidante também foram melhores no tempo superior 
de fermentação quando comparado aos resultados das FES.  Os melhores 
resultados de atividade antioxidante expressos em IC50 (lembrando que quanto 
menor o valor do índice melhor é a atividade antioxidante) foram obtidos com soja, 
cevada, trigo, milho e aveia expressos em IC50 em 48 h de fermentação. Os estudos 
de FSm que tiveram duração de 96 horas no total, não foram melhores nos tempos 
entre 48 e 96 h. 
MONAJJEMI et al. (2012) estudando um fermentado com soro de leite de 
soja, fermentado com cultura mista de Kefir (lactobacillus e leveduras) por 48 h, 
alcançaram produção de antioxidante expressivo (IC50  5,0 mg/mL), indicando ter um 






5.3. Cinética Final do Processo Fermentativo com as Melhores Linhagens 
Produtoras de Substâncias com Atividade Antioxidante 
 
Os resultados da cinética de FES foram obtidos com as cepas de Rhizopus 
LPB-R.05 e Rhizopus LPB-R.06, com os substratos selecionados (soja + arroz 
integral, soja + milho). A FES foi escolhida como o processo fermentativo promissor 
para a produção de substâncias antioxidantes, pois apresentou maior produção 
quando comparada aos resultados obtidos pela FSm. Os substratos selecionados 
foram as misturas na proporção de 1:1 em massa: soja e arroz integral, e soja mais 
milho. 
Figura 20 apresenta os resultados da produção de substâncias com ação 
antioxidante, extraídos com etanol 70%, analisado pelo método DPPH produzidas 
em FES com misturas selecionadas soja + arroz integral e soja + milho pelas 
linhagens previamente selecionadas Rhizopus LPB-R.05 e Rhizopus LPB-R.06. As 
atividades antioxidantes estão expressas em IC50. 
 
Figura 20. Resultados da atividade antioxidante de extrato alcóolico pelo método de 
DPPH das amostras de fermentado com Rhizopus LPB-R.05 e Rhizopus LPB-R.06 






A figura 20 apresenta os resultados obtidos nos extratos alcóolicos dos 
fermentados no tempo de fermentação de 72 h, as amostras foram tiradas a cada 8 
h (noite) e a cada 4 h (dia). Os melhores resultados obtidos de índices IC50 foram 
alcançados com Rhizopus LPB-R.05 em FES utilizando mistura soja e arroz integral 
(IC50: 6,16 e 56,23 mg/mL) e da FES utilizando mistura de soja e milho (IC50: 25,49 e 
36,20 mg/mL), com extração com álcool e água respectivamente. A atividade 
antioxidante de aproximadamente 75% foi alcançada em FES utilizando mistura de 
soja com arroz integral por Rhizopus LPB-R.05 e 64% com Rhizopus LPB-R.06. 
Ainda podemos observar na Figura 20 que conforme a fermentação avançava 
a produção de substâncias com ação antioxidante era aumentada visivelmente. 
Quanto menor o valor de IC50 maior é a produção dos compostos com ação 
antioxidante, apesar de em alguns momentos os resultados terem apresentado uma 
pequena oscilação no IC50, que é devido a pouca diferença entre as leituras de 
antioxidante e porcentagens. Porém ao plotarmos o gráfico a equação da reta pode 
fornecer coeficientes diferentes que resultam em valores diferentes de IC50. 
Por apresentar bons resultados nas FES pela linhagem de Rhizopus LPB-
R.05 utilizando a mistura de substratos soja + arroz integral. Esta linhagem e esta 
mistura foram definidas para a realização da cinética final do processo fermentativo. 
 
Tabela 14. Produção de atividade antioxidante em fermentados de soja com fungos, 
descritos na literatura. 









Douche (soja) 0,658 60 horas Wang et al. (2007) 
Aspergillus awamori Koji (soja) 2,40-7,43 3 dias Lin et al. ( 2006) 





17,64 5 dias Huang (2008) 
Rhizopus 
oligosporus BCRC 
Tempeh (soja) 13,7 5 dias Chang et al. (2008) 
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Fermentado de Casca 
de cacau 
5,5 48 horas Lateef et al. (2008) 
Rhizopus sp.- 
LPB-R.05 
Mistura de soja e arroz 
integral 
6,16 72 horas Neste presente 
trabalho 
 
A tabela 14 mostra alguns organismos produtores de compostos com ação 
antioxidante e seus substratos. O melhor resultado encontrado foi pelo (WANG, et 
al, 2007) obtido pelo Aspergillus oryzae 3951 fermentado em soja, encontrando IC50 
de 0,65mg/mL. CHANG, et al.,(2008) e Huang (2008), nos  trabalhos de tempeh, a 
soja fermentada com Rhizopus oligosporus e mistura de Rhizopus oligosporus e 
Bacillus subtilis foi encontrado o valor de IC50 13,7mg/mL e IC50 17,64mg/mL, 
respectivamente. Já o resultado encontrado neste trabalho (IC50: 6,16mg/mL) foi 
inferior ao resultado encontrado por WANG et al. (2007), mas o resultado 
encontrado nesta pesquisa foi superior ao encontrado pelos autores HUANG (2008) 
e CHANG et al. (2008), nas fermentações de Natto-Tempeh e tempeh, 
respectivamente. 
A partir do melhor microrganismo produtor de substâncias antioxidantes, o 
Rhizopus LPB-R.05 e com o melhor substrato selecionado mistura de 1:1 de soja e 
arroz integral, foi realizada uma cinética da fermentação com os seguintes 
resultados. 
 
5.3.1. Determinação da Atividade Antioxidante pelo método DPPH 
 
Na figura 21 estão representados os resultados da comparação dos extratos 
aquosos e alcóolicos das amostras de soja e soja + arroz integral fermentadas com 
Rhizopus LPB-R.05 em FES, avaliados pelo método de DPPH. 
As amostras apresentadas na figura 21 foram submetidas às análises 
estatísticas: análise de variância (ANOVA) e o pós-teste de Tuckey utilizando o 
programa PRISMA® (GraphPad Prism 5 for Windows, version 5.4). Estão 
apresentadas as média dos resultados das análises de IC50 (mg/mL) seguidas pelo 
desvio padrão das amostras. Ainda é possível avaliar que ao longo do tempo de 
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fermentação, a produção de substâncias com ação antioxidante aumenta. Os 
valores obtidos de IC50 são calculados e observa-se que quanto menor o IC50, maior 
a produtividade de antioxidante. Lembrando que o IC50 de BHA é 0,44 mg/mL, e soja 
mais o arroz integral fermentado  teve IC50 de 6,16 mg/mL com amostras extraídas 
com etanol P.A. a 70% v/v, conforme mostrado na figura 21. 
   
Figura 21. Resultados da comparação da produção de antioxidantes nas amostras 
de soja e soja + arroz integral fermentadas em FES por Rhizopus LPB-R.05 em 72 h 
de fermentação. 





















Dos dados mostrados na figura 20, pode ser observado que no decorrer do 
tempo de fermentação, ocorre o incremento da atividade antioxidante ocorrendo o 
aumento da produção de antioxidante, sendo mais evidenciado a partir de 40 h de 
fermentação. A produção máxima ocorreu em 72 h de fermentação (IC50: 6,16 
mg/mL), pois após este tempo a produção de antioxidante sofre pequenas 
oscilações (o acompanhamento foi realizado até 72 h de fermentação, já que a % de 
atividade antioxidante se estabilizaram após um determinado tempo de 
fermentação). Isto significa que a fermentação da soja com fungos do gênero 




Durante a realização dos experimentos, foi observado que muitas amostras 
fermentadas apresentaram valores de atividade antioxidante (%) muito similares, e 
que a faixa entre 88 e 90% era frequente para várias amostras. 
O método descrito por BRAND-WILLIANS (1994) apresenta uma limitação 
para a detecção de antioxidantes, pois existe um limite de redução do padrão BHA, 
após um determinado tempo de reação utilizando o reativo DPPH, ou seja, 
substâncias com maior capacidade antioxidante (ou maiores concentrações dessas 
substâncias) tendem a um patamar constante após um determinado tempo de 
reação (30 min) à temperatura ambiente e ao abrigo da luz conforme o método 
descrito. 
Para isso, buscou-se um método alternativo de análise para que fosse 
possível a detecção com maior precisão da atividade antioxidante mesmo em 
amostras mais concentradas, calculando–se a concentração de DPPH que as 
substâncias reduzem ao invés de expressar os resultados em % de atividade 
antioxidante.  
Assim, conforme mostrado na figura 21 o substrato misto soja + arroz integral 
apresentou maior produção antioxidante (IC50 6,16 mg/mL) quando comparada às 
FES conduzidas somente com soja como substrato (IC50 44,125 mg/mL). As duas 
extrações feitas com etanol P.A. a 70% v/v, já com água ultrapura não apresentaram 
os mesmos resultados Soja + arroz integral (IC50 56,234mg/mL) e soja (IC50 
54,554mg/mL). 
CHANG (2008) realizou fermentações de soja com Rhizopus para a produção 
de tempeh, encontrando substâncias com ação antioxidantes na extração feita com 
etanol a 90%. Após 1 dia de fermentação encontrou IC50 38,31mg/mL; 2 dias IC50 
21,11 mg/mL; 5dias IC50: 13,07 mg/mL  e 10 dias IC5018,83 mg/mL e para a extração 
com água os fermentados de 1 dia IC50 20,01 mg/mL; 2dias IC50: 49,84 mg/mL; 5 
dias IC50 28,76 mg/mL e 10 dias IC50 9,70 mg/mL. Na presente pesquisa foi avaliada 
a atividade antioxidante de soja e a mistura dos substratos soja + arroz integral 
fermentados por Rhizopus LPB-R.05 e a condição que melhor produziu substâncias 
com ação antioxidante foi com a mistura de substratos soja + arroz integral extraído 
com etanol P.A. a 70% v/v, equivalente a IC50 6,61 mg/mL em 72 h de fermentação. 
Esta condição apresentou produção um pouco melhor que os resultados obtidos por 
CHANG (2008) em fermentação para a produção de tempeh. Já a partir dos extratos 
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aquosos foi encontrado IC50 47,04 mg/mL em 72 h e  aos 2 dias de fermentação 
CHANG (2008) encontrou  IC50 49,84 mg/ml, e aos 5 dias encontrou IC50 28,76 
mg/mL. ZHANG,et al (2012) encontrou IC50 0,06mg/mL fermentando em trigo com 
cordyceps militaris, resultado bem superior ao encontrado neste estudo. 
 
Figura 22. Resultados da atividade antioxidante dos extratos alcoólico e aquoso dos 
fermentado de soja e soja mais arroz integral, das amostras (0h) e fermentadas 






A figura 22 representa os dados comparativos de atividade antioxidante em 
IC50 analisada pelo método de DPPH, de BHA com os extratos aquosos e 
alcoólicos das  amostra fermentadas de soja  e mistura de soja com arroz integral,  
no seu tempo inicial e depois de 72 horas de fermentação, mostrando o IC50 do 
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BHA, IC50 0,44mg/mL, enquanto que o melhor resultado deste trabalho foi obtido 
para o extrato alcoólico de fermentado de soja mais arroz integral (IC50 6,16mg/mL). 
Ainda podemos verificar que com a fermentação ocorreu um atividade 
antioxidante bem superior a que foi obtido no seu tempo inicial da fermentação. 
Podendo concluir que o fungo Rhizopus aumenta a produtividade de antioxidante do 
que o encontrado somente em substratos como a soja e o arroz 
 
5.3.2. Determinação da Atividade Antioxidante pelo Método de ABTS 
  
A figura 23 abaixo apresenta os resultados de atividade antioxidante avaliada 
pelo método de ABTS ao longo do tempo de fermentação. O valor de TEAC (Trolox 
equivalent antioxidant capacity) expressa de maneira quantitativa a atividade 
antioxidante de substâncias, em relação a um antioxidante padrão, denominado 
Trolox. Este ensaio avalia a capacidade antioxidante dos compostos presentes no 
substrato original, ou do produto da biotransformação destes, mais o potencial da 
capacidade antioxidante, das substâncias geradas ao longo da fermentação. Isto 
significa que o ensaio TEAC não reflete necessariamente o efeito antioxidante de 
uma única estrutura. De maneira geral, observou-se que a atividade antioxidante até 
40 h de fermentação, e depois apresenta uma diminuição da atividade antioxidante. 
Ainda podemos observar que as amostras extraídas com água ultrapura vem 
apresentando melhores resultados do que os resultados das análises das amostras 
extraídas com etanol. 
A atividade antioxidante analisada pelo método de ABTS teve melhor 
resultado com extratos preparados com água ultrapura, nas duas amostras de soja e 
soja mais o arroz integral fermentados com Rhizopus LPB-R.05, o que difere nos 
resultados obtidos com análises realizadas pelo método do DPPH, que os melhores 








Figura 23. Atividade antioxidante expressa em TEAC (µmol trolox/gbs) obtida pelo 
método de ABTS das amostras fermentadas com soja e fermentadas com soja e 
arroz por Rhizopus LPB-R.05 
 
O gráfico da Figura 23 apresenta a comparação entre as amostras 
fermentadas extraídos com etanol P.A a 70% v/v e amostras extraídas com água 
ultrapura. No tempo de fermentação de 40 h  foi alcançado os maiores níveis de  
produção de substâncias antioxidantes. Após as 40 h a atividade antioxidante 
diminui,  indicando que o tempo ideal de fermentação para a máxima produção de 
substâncias antioxidantes é de 40 h. Os resultados ainda indicam a FES conduzida 
com a mistura dos substratos soja e arroz integral apresentou maior produção 
dessas substâncias. 
 CHAIYASUT et al. (2010) reportaram fermentados de soja por Aspergillus 
oryzae, e os resultados das análises  antioxidantes pelo método de ABTS resultaram 
em 1,25 µg/g em 48 h de fermentação. Já nos resultados apresentados nessa 
dissertação foram alcançados 0,78 e 0,99 µmol/gbs em soja fermentada no tempo 
de 48 horas de fermentação, enquanto que em soja mais o arroz integral foi 
encontrado 0,74 e 0,94 µmol/gbs (etanol e água, respectivamente) em 48 h de 
fermentação. Embora o tempo de fermentação que apresentou melhor produção 
nestes testes foi de 40 h, com resultados de 0,99 e 1,04 µmol/gbs (247,78µg/g e 
260,30µg/g) (etanol e água, respectivamente) em soja fermentada e 0,88 e 1,13 
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µmol/gbs (220,25µg/g e 282,82µg/g) (etanol e água) em soja mais o arroz integral 
fermentado são extraídos com álcool e água. Os melhores resultados foram obtidos 
utilizando os extratos aquosos. 
 
5.3.3. Determinação de Compostos Fenólicos  
 
O gráfico da Figura 24 apresenta os resultados de concentração dos 
compostos fenólicos (µg/mL) nos extratos aquosos e alcóolicos ao longo dos tempos 
de fermentação (horas), de amostras de soja e de soja + arroz integral fermentadas 
com a cepa de Rhizopus LPB-R.05. 
 
Figura 24. Resultados de concentração de compostos fenólicos nos extratos 
alcoólicos e aquosos ao longo dos tempos de fermentação 0, 24, 48, 60 e 72 h de 
fermentação por Rhizopus LPB-R.05 em mistura soja (S) + arroz integral (AI), e soja 
(S). 
 
Tanto para as amostras fermentadas de soja como as de soja + arroz integral 
os extratos aquosos apresentaram melhores resultados quando comparados aos 
resultados obtidos com os extratos alcoólicos. Verificamos também que ao longo do 
tempo de fermentação a concentração de compostos fenólicos aumenta até 60 h de 
fermentação, com decréscimo das concentrações no tempo de fermentação de 72 h. 
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O aumento da concentração dos compostos fenólicos ocorreu até 60 h em 
soja com 144,21 mg/gbs. Já com soja + arroz integral verificou-se a presença de 
211,18 mg/gbs na extração com álcool. As melhores concentrações de compostos 
fenólicos foram obtidas das amostras extraídas com água que atingiram os 
seguintes valores: soja com 235,35 mg/g.b.seca e soja + arroz integral 316,38 
mg/gbs (melhor resultado deste estudo). KUMAR et al. (2010), encontraram 
concentrações de fenólicos em cultivares de soja de 0,8 a 5,4 mg/g de soja. CHAI et 
al. (2012), obtiveram em fermentados de soja 415 mg/100g a 1261 mg/100g de 
compostos fenólicos. Comparando com estes dados os resultados desta pesquisa 
apresentaram valores mais elevados de compostos fenólicos. Mesmo comparando 
os valores encontrados por KUMAR (2010) que obteve na soja 5,4 mg/g, na amostra 
em estudo, com a fermentação já havia 56 a 107mg/g. Então se compararmos os 
resultados obtidos nessa dissertação com os valores de compostos fenólicos na soja 
não fermentada reportados por KUMAR (2010), verifica-se que praticamente dobrou 
a concentração de compostos fenólicos nos fermentados de soja e soja com arroz 
integral. 
Neste experimento os melhores resultados tanto de compostos fenólicos 
como para análise de antioxidante pelo método de ABTS foram alcançados nos 
extratos feita com água ultra-pura. Já nas análises da atividade antioxidante com 
DPPH, os melhores resultados foram obtidos nos extratos alcoólicos. Isto significa 
que os extratos alcoólicos e extratos aquosos são diferentes, ou seja, os solventes 
etanol e água ultra-pura extraíram compostos distintos das amostras sólidas. 
A figura 25 apresenta a comparação dos resultados de atividade antioxidante 
pelos métodos DPPH e de quantificação de compostos fenólicos, nos extratos 




Figura 25. Resultados de atividade antioxidante obtida pelo método de DPPH 
expresso em IC50 e concentração de compostos fenólicos nos extratos alcoólicos 
das amostras de soja e mistura de soja + arroz fermentada com Rhizopus LPB-R.05 
 
A figura 26 apresenta a comparação dos resultados de atividade antioxidante 
pelos métodos DPPH e de quantificação de compostos fenólicos, nos extratos 
aquosos das amostras fermentadas. 
 
Figura 26. Comparação dos resultados de atividade antioxidante pelo método de 
DPPH expresso em IC50 e pelo método de compostos fenólicos. Amostras de soja e 





Nota-se nos gráficos que quanto maior a concentração dos compostos 
fenólicos, maior é a atividade antioxidante demostrados pelo menor índice IC50 
(mg/mL). A correlação é de 78,3% das amostras de soja fermentadas extraídas com 
solução alcoólica, enquanto uma melhor correlação foi observada (83,7%) nas 
amostras fermentadas (mistura de soja + arroz integral) também extraídas com 
solução alcóolica. E ainda as amostras de mistura de soja + arroz fermentadas por 
Rhizopus extraídas com água ultrapura apresentaram melhor recuperação das 
substâncias bioativas do que as extraídas com etanol 70%. As correlações 
observadas foram 78,9% para as amostras fermentadas em soja e 87,2% para as 
amostras fermentadas em mistura de soja + arroz integral. 
  
 
5.3.4. Determinação da Concentração de Isoflavonas 
 
A Figura 27 apresenta os resultados da produção de isoflavonas nos tempos 
de fermentação 0, 24, 36, 48 e 72 h de fermentação (FES) por Rhizopus LPB-R.05 
utilizando como substrato soja e mistura de substratos soja e arroz integral. 
 
Figura 27.Produção de isoflavonas(µg/g de fermentado seco), durante as FES  de 






Comparando-se os valores obtidos no tempo inicial da fermentação (0 horas), 
é possível observar que a concentração de daidzeína e genisteína  aumentou 
gradativamente até o final de 72 h de fementação. A fermentação da soja 
biotransformou 305,11 µg/gbs de daidzeína e 1154,36 µg/gbs de genisteína, 
enquanto que a fermentação conduzida com substrato misto (soja e arroz integral) 
obteve melhores resultados, com produção de 444,00 µg/gbs de daidzeína e 
1173,38µg/gbs de genisteína, respectivamente. Esses resultados indicam que os 
substratos fermentados apresentaram maior concentração de isoflavonas que nas 
amostras não fermentadas com zero de daidzeína nos dois substratos e 264 e 287 
µg/g de genisteína respectivame nte na amostra da soja e soja + arroz integral 
fermentada.  
GENOVESE e LAJOLO (2001), relatam que o melhor resultado de 
concentração de isoflavonas foi obtido com amostras extraídas com metanol grau 
HPLC a 80%. O teor total de isoflavonas encontrado em soja foi de 88 a 208 mg de 
aglicona/100g, enquanto que DEVI et al (2009), encontrou em soja teores  de 
genisteína (393 mg/kg) e daidzeína (262 mg/kg) num total de 655 mg/kg. Mesmo 
que na soja não fermentada já existam isoflavonas conforme  citados acima, os 
resultados desta análise demonstram que amostras de soja fermentada (FES) por 
Rhizopus após 72 h apresentaram um aumento na concentração de isoflavonas, 305 
µg/gbs de daidzeína e 1154 µg/gbs de genisteína, respectivamernte. Já os 
resultados obtidos na fermentação (FES) com substrato misto (soja+ arroz) 
alcançaram concentrações de 444 µg/gbs de daidzeína e 1173 µg/g de genisteína. 
Segundo AGUIAR e PARK (2004) a fermentação de soja com Aspergillus 
oryzae ATCC 22786, produziu isoflavonas: daidzeína (906,1µg/g) e genisteína 
(392,2 µg/g). Nos resultados desta pesquisa, soja fermentada com Rhizopus LPB-
R.05 produziu daidzeína na concentração de 305,11 µg/g e genisteína na 
concentração de 1154,36 µg/g. Já na mistura de soja + arroz integral a produção foi 
um pouco mais elevada: daidzeína (444,00 µg/gbs) e genisteína (1173,38 µg/gbs). 
Assim, em soja fermentada por Rhizopus LPB-R.05 houve aumento na produção de 
genisteína menor que na fermentação de soja com Aspergillus oryzae ATCC 22786, 





5.3.5. Determinação de Açúcares Totais e Redutores 
 
 A figura 28 apresenta a média dos resultados das análises de açúcares totais 
(g/L) e açúcares redutores (g/L) nas FES conduzidas com soja e nas FES 
conduzidas com mistura de soja e arroz integral por Rhizopus LPB-R.05  . 
Para esta análise foi feita extração aquosa dos açúcares presentes nas 
amostras. Foi utilizado 3g de amostra em 25 mL de água. 
 
Figura 28. Média dos resultados das análises de açúcares totais (g/L) e açúcares 
redutores (g/L) nas FES conduzidas com mistura de soja + arroz integral por 
Rhizopus LPB-R.05 . 
 
 
Os açúcares totais da amostra do fermentado de soja com a mistura de arroz 
integral, deve ser devido pela presença de amido, teve um comportamento diferente  
com a amostra com fermentação somente de soja. Do gráfico da figura 28 nota-se 
que os resultados obtidos da FES com mistura de substratos (soja e arroz integral) 
apresentou oscilação nas concentrações de açúcares totais (g/L). Esse 
comportamento pode ser explicado pela necessidade do fungo hidrolisar 
carboidratos complexos, e liberar açúcares mais simples para consumir . Estes   
açúcares, são liberados durante hidrólise enzimática que possivelmente ocorre 
durante a fermentação em substratos complexos como é o caso desse estudo. 
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Devido a esta quebra dos açucares complexos, pode ocorrer uma oscilaçãodos 
açucares redutores, mesmo que os microrganismos estejam consumindo estes 
açucares.  
 
Figura 29. Comparação dos resultados das concentrações de açúcares totais e 
açúcares redutores nas amostras fermentadas de soja por Rhizopus LPB-R.05  
 
 
A figura 29 mostra o perfil dos açucares redutores e totais ao longo da 
fermentação de soja pelo fungo Rhizopus LPB-R.05  em FES. 
Soja  é composta por oligossacarídeos, por isto no inicio da fermentação é 
alta a quantidade destes açúcares, que a medida que ocorre o crescimento do 
microrganismo, os açúcares totais são hidrolisados em açúcares menos complexos, 
para seu consumo. Durante o metabolismo  de crescimento o fungo apresentou  
maior consumo destes açucares, o que sinaliza que os microrganismos necessitam 
destes açucares para a produção de biomassa. Isto gera uma oscilação na 
quantidade de açucares durante a fermentação, e quando diminui o seu 
crescimento, a quantidade de açucares se mantem mais estável. 
Segundo NASAR et al. (2008), foi encontrado em soja fermentada com 
Rhizopus LPB-R.05 , 2,21% de açúcar redutor e 61,23% de açúcares totais com 
fermentação de 48h a 37°C.  
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5.3.6. Determinação de Biomassa (Ergosterol) 
 
Os resultados de formação de biomassa (expressos como g de micélio por g 
de amostra fermentada na base seca) ao longo do tempo de fermentação estão 
apresentados nos gráfico da Figura30. A figura mostra a evolução da formação de 
biomassa de Rhizopus LPB-R.05  durante a FES de mistura de soja  + arroz. 
 
Figura 30. Aumento da formação de biomassa (g ergosterol/gbs) do fungo Rhizopus 
LPB-R.05 em FES utilizando a mistura de substratos soja + arroz integral, 









O resultado do tempo (0 h) mostra a concentração de ergosterol do substrato 
úmido inoculado com esporos de Rhizopus LPB-R.05 de 0,18 mg de ergosterol por 
grama de fermentado na base seca. Como não foram realizadas análises nas 
amostras fermentadas dentro das primeiras horas, não foi possível determinar a fase 
de adaptação (fase lag) do fungo ao substrato. O pico de biomassa formada foi 
observado em 60 h de fermentação (3,95 mg ergosterol/g fermentado b.s.). A figura. 
acima ainda mostra a comparação do aumento da biomassa em correlação com o 
aumento da produtividade de isoflavonas, antioxidantes e compostos fenólicos que 
ao decorrer do tempo de fermentação vão aumentando a produção destas 
substâncias. Mais experimentos devem ser realizados para confirmar se a fase 
estacionária e declínio que ocorre nos tempos superiores a 60 h, já que foi 
observado uma concentração inferior em 72 h de fermentação.  
A Figura 31 apresenta o aumento da biomassa (g de micélio por grama de 
fermentado na base seca) pelo fungo Rhizopus LPB-R.05 durante a fermentação no 






Figura 31. Evolução da formação de biomassa (g/gbs) de Rhizopus LPB-R.05 









A Figura 31 mostra que a fase de adaptação (fase lag) pode ser observada 
nas primeiras 8 h de fermentação, pois praticamente não houve aumento na 
concentração de biomassa. A partir de 8 h de fermentação já é possível observar um 
expressivo aumento na concentração de biomassa aos 40 h de fermentação, e após  
48-60 h ocorre uma fase estacionária. Mais análises poderiam confirmar as 
diferentes fases do crescimento fúngico em fermentação de soja. Porém como o 
objetivo deste trabalho era a produção e a quantificação dos compostos 
antioxidantes, o tempo de fermentação foi interrompido após o pico máximo de 
antioxidantes produzidos pelo fungo, tanto na fermentação de soja (Figura 30) como 
na fermentação de soja + arroz (Figura 27). 
FENG et al. (2007) encontrarou em fermentado com Rhizopus oligosporus 
J401 57,5 µg/g de biomassa em matéria seca de fermentado com  cevada. NOUT et 
al. (1987), descreveram que o teor de ergosterol em soja fermentada era na ordem 
de 60-90 µg/mg de biomassa seca, dependendo da composição do substrato, mas 
nos experimentos encontraram 3230 µg/g de tempeh seco. Nesta pequisa foi 
encontrado para substrato com soja o valor de 0,0045 g/g (g de ergosterol por grama 
de fermentado seca) em 72 h de fermentação e em fermentado de soja com arroz 
integral foi encontrado 0,0028g/g em 72 h de fermentação. Transformando-se as 
unidades em µg/g foram encontradas 4500 µg/g e 2800 µg/g de ergosterol, 




5.3.7. Identificação e Quantificação dos Compostos Antioxidantes 
 
Compostos fenólicos e flavonoides e respectivas concentrações (mg/L) foram 
feitos em análise de fermentados de grãos de soja (orgânica) por Rhizopus LPB-
R.05 em extratos etanólicos P.A (1:10 m/v), estes analisados em cromatografia 
HPLC .  
Na figura 32 está representada a identificação e quantificação dos compostos 
fenólicos e flavonóides e respectivas concentrações (mg/L) em fermentado de grãos 
de soja por Rhizopus LPB-R.05. Sendo (A) 0 h; (B) 40 h e (C) 72 h de fermentação. 
A seguir estão os padrões utilizados com os tempos de retenção: 18-ácido gálico; 




Figura 32. Quantificação e identificação por HPLC dos compostos fenólicos e 
flavonóides e respectivas concentrações (mg/L) em extrato etanólico de fermentado 
de grãos de soja  por Rhizopus LPB-R.05. (A) 0 h; (B) 40 h e (C) 72 h de 
fermentação. 
Total: 39,61 mg/L 
A 
B 
Total: 106,68 mg/L 
C 




Observando os resultados das identificações e concentrações de compostos 
fenólicos na Figura 32, após 72 h de fermentação a concentração total dos 
compostos antioxidantes aumentou de 39,61 mg/L para 141, 30 mg/L com aumento 
na concentração de 356%. A produção de trans-cinâmico durante o processo 
fermentativo foi evidenciado na fermentação de soja aumentando em 124,7 vezes a 
produção após 72 h de fermentação por Rhizopus LPB-R.05. 
Há pesquisas de compostos fenólicos e flavonóides, como a reportada por 
ZHANG et al. (2012), que utilizaram  trigo como substrato de FES  com Cordyceps 
militaris, e observaram um aumento da concentração dos compostos fenólicos 
durante a fermentação e identificaram ( ácido ferrulíco, ácido p-cumárico, ácido 
vanílico, ácido siríngico, ácido cafeíco), e HIROTA et al, (2000), que  quantificou 
alguns dos compostos polifenóis como;  p-cumárico 300µM, ácido ferúlico 59 µM 
ácido siringico 20µM, e ácido vanílico 65µM  de fermentados de soja, misô,  
diferentes polifenóis foram encontrados nesta pesquisa. Foram observados o 
aumento maior de ácido trans-cinâmico durante a fermentação, e outros como ácido 
gálico, ácido ferúlico, quercetina e caempferol, que apresentaram produções 
insignificantes. Além desses, a concentração de rutina e miricetina foram reduzidas 

















Figura 33. Quantificação e identificação por HPLC dos compostos fenólicos e 
flavonóides e respectivas concentrações (mg/L) em extrato etanólico de fermentado 
de grãos de soja e arroz integral  por Rhizopus LPB-R.05. (A) 0 h; (B) 40 h e (C) 72 
h de fermentação.  
Total: 42,22 mg/L 
A 
Total: 73,76 mg/L 
B 




Observou-se aumento de 357% na produção de compostos polifenóis 
(fenólicos + flavonóides) nas FES conduzidas apenas com soja por Rhizopus LPB-
R.05 (Figura 32).  
Evidenciou-se um aumento de 269% na produção de compostos polifenóis 
fenólicos totais após 72 h de fermentação em grãos de soja + arroz integral por 
Rhizopus LPB-R.05 (Figura 33). 
O processo de fermentação com grãos de soja e grãos de soja + arroz 
integral mostraram que houve maior produção do composto fenólico identificado 
como trans-cinâmico com aumento de 5,22 vezes e durante o tempo de 
fermentação. 
Na figura 34 está representada os resultados da identificação e concentração 
dos compostos polifenóis (fenólicos + flavonoides) na amostra fermentada por 
Rhizopus LPB-R.06 em soja + arroz integral. 
 
Figura 34. Resultados da identificação e concentração dos compostos polifenóis 
(fenólicos + flavonoides) na amostra do extrato etanólico do fermentado por 










Observa-se que nos mesmos substratos utilizados para a fermentação (grãos 
de soja + arroz integral) e no mesmo tempo de fermentação (72 h) a linhagem 
Rhizopus LPB-R.06 não apresentou a mesma capacidade de produção de 
substâncias antioxidantes como foi observado na fermentação pela linhagem 
Rhizopus LPB-R.05. A principal substância antioxidante produzida por Rhizopus 
LPB-R.06 também foi o trans-cinâmico, porém com concentração inferior (87,3 mg/L) 
quando comparada a produção de trans-cinâmico por Rhizopus LPB-R.05 (103,3 
mg/L). 
Dentre os resultados apresentados nas Figuras 32 e 33, observou-se que a 
fermentação apenas com soja resultaram nos melhores resultados de polifenóis 
totais (flavonoides + fenólicos) por Rhizopus LPB-R.05 (conforme cromatogramas 
apresentados no item Apêndice 3), que consideram apenas 13 compostos conforme 
os padrões injetados previamente. Não foram encontrados dados na literatura sobre 
a produção desses compostos por fungos em FES ou FSm para a comparação dos 




 O estudo da extração sólido-líquido mostrou que a proporção de 3 g de amostra 
fermentada em 25 mL de solução etanólica ou água sob agitação à 120 rpm por 
1 h foi a melhor condição para a recuperação do compostos bioativos com 
capacidade antioxidante produzidos por FES; 
 Dentre as 17 linhagens de Rhizopus spp. testadas, a linhagem de Rhizopus LPB-
R.05 apresentou maior capacidade de produção de compostos bioativos com 
capacidade antioxidante em FES;  
 Dos grãos de cereais e outros substratos testados, grãos de soja e arroz integral 
foram selecionados como ideais para a FES por Rhizopus sp. para a produção 
de compostos com ação antioxidante; 
 As cinco maiores produtoras de fitases, que degradam o fator antinutricional 
(ácido fítico e seus sais: fitatos) presentes na soja são: Rhizopus LPB-R.14  (52,7 
U/gbs), Rhizopus LPB-R.06 (49,7 U/gbs), Rhizopus LPB-R.08 (47,2 U/gbs), 
Rhizopus LPB-R.02 (46,4 U/gbs) e Rhizopus LPB-R.07 (45,1 U/gbs) em 72 h do 
processo de FES; 
 A maior produção de proteases foi alcançada pela linhagem Rhizopus LPB-R.07 
(20,1 U/gbs) seguida de Rhizopus LPB-R.05 (18,2 U/gbs) e por Rhizopus LPB-
R.02 (15,0 U/gbs) em 72 h do processo de FES;  
 As FES conduzidas com grãos de soja e mistura de grãos de soja e arroz integral 
apresentaram melhores resultados de produção de compostos bioativos com 
capacidade antioxidante; 
 A concentração inibitória de antioxidante (IC50, em mg/mL) das amostras 
fermentadas apresentou correlação com a produção de compostos fenólicos, 
pois quanto menor o IC50, maior foi a concentração de compostos bioativos com 
ação antioxidante (método DPPH);  
 A produção dos compostos polifenóis totais identificados por HPLC de FES com 
soja apresentou aumento de 357% após 72 h e fermentação da mistura de soja + 
arroz integral apresentou aumento de 269% no mesmo tempo de fermentação 
por Rhizopus LPB-R.05;  
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 Mais estudos precisam ser realizados para avaliar outros compostos produzidos 
por FES pela linhagem selecionada Rhizopus LPB-R.05 para então verificar 
quais dos substratos (soja) ou (soja + arroz) permitem maiores produções desses 
compostos 
 Na fermentação de soja com arroz integral com Rhizopus LPB-R.05, foi verificado 
um aumento de 408% na concentração de genisteína e aumento de 444% na 
concentração de daidzeína; 
 Na fermentação de soja com Rhizopus LPB-R.05 foi verificado um aumento de 





7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 Estudar ajuste da metodologia de quantificação ou detecção das substâncias 
produzidas; 
 Estudar a estabilidade das substâncias antioxidantes durante o armazenamento 
à temperatura ambiente, temperatura de refrigeração 4°C, à temperatura de 
congelamento -18°C; 
 Concentrar e purificar as substâncias antioxidantes produzidas; Realizar mais 
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Apêndice 1 – Análises Estatísticas 
 
Tabela I. Efeitos estimados (R2= 0,9131; R2adj.: 0,8262)  
Variável Efeito P (erro) Coef 
Mean/Int 57,71429* 0,000266* 57,71429         
Amostra 42,50000* 0,011172* 21,2500 
Tempo de 
extração 
0,500000 0,951495 0,2500 
1 by 2 0,00000 1,000000 0,0000 
*diferença estatisticamente significativa 
 
Tabela II. Efeitos estimados (R2= 0.9131; R2adj.: 0.8262)  
Variável Efeito P (erro) 
Mean/Int 57,71429* 0,000266* 
Amostra 42,50000* 0,011172* 
Tempo de extração 0,500000 0,951495 
1 by 2 0,00000 1,000000 
*diferença estatisticamente significativa 
 
Tabela III. Resultados da análise de variância (ANOVA) 
Variável SS df MS F p 
Amostra 1806,250 1 1806,250 31,51745 0,011172* 
Tempo  0,250 1 0,250 0,00436 0,951495 
1 x 2 0,000 1 0,000 0,00000 1,000000 
Erro 171,929 3 57,310   
Total SS 1978,429 6    





Tabela IV.  Resultados estatísticos (ANOVA) da comparação dos dados 
obtidos (IC50: mg/mL) nas cinéticas de fermentação de soja e fermentação com soja 
+ arroz.   
S+AI-álcool  S+AI-água soja-álcool soja -agua 

























































*as mesmas letras correspondem aos dados que não apresentam diferença estatisticamente significativa ao nível 
de significância de 95% entre as amostras, e letra diferente apresenta diferença significativa ao nível de 
significância de 95% entre os resultados. Resultados estão expressos em média de IC50 mg/mL ± desvio padrão. 
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Apêndice 2 – Curvas Padrões 
 

















Curva padrão fitase 
 
 
Curva padrão fenólicos totais 
 
 






Curva padrão ergosterol 
 
 
Curva padrão açúcares totais pelo método fenol sulfúrico 
 
 





Curva padrão de ABTS 
  
 
Area total da curva padrão do TEAC: 396,4745 
 
Tabela V. Atividade antioxidante analisado pelo método de ABTS 
           S+AI -etanol S+AI- água S- etanol S- água 
Tempo (h) TEAC (µmol) TEAC (µmol) TEAC (µmol) TEAC (µmol) 
0 0,178 0,518 0,574 0,589 
24 0,757 0,845 0,656 0,915 
40 0,885 1,130 0,999 1,048 
48 0,742 0,938 0,779 0,987 
72 0,607 0,964 0,875 0,435 




Apêndice 3 – Cromatogramas das analises em HPLC (identificação e 











































































































































































































































































































































































































































































































































































R.2710, soja e 
arroz integral 




R.2710, soja e 
arroz integral 




R. 2710, soja e 
arroz integral 































































































































R. 3267, soja e 
arroz integral 
Tempo 72 horas 
